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POVZETEK 
Preko uživanja hrane in vode, vdihovanja plinov in dotikanja stvari v okolici v naše telo 
nenehno prehajajo številne sintezne in naravne spojine. Nekatere izmed teh lahko vplivajo 
na delovanje našega endokrinega sistema in s tem povzročajo različne neugodne 
zdravstvene izide. Ena takih spojin je bisfenol A, ki pa se zaradi številnih odmevnih študij, 
ki so poročale o njegovih škodljivih učinkih na zdravje, v zadnjem desetletju delno 
nadomešča z drugimi bisfenolnimi analogi. Posledica tega je, da smo pogosto izpostavljeni 
mešanicam različnih bisfenolov in še številnim drugim spojinam. V toksikologiji se tako 
daje vedno večji poudarek na vrednotenje mešanic, saj le-to ponuja natančnejši prikaz 
toksičnosti, kot tradicionalni način posamičnega testiranja spojin. 
Cilji našega dela so bili testiranje estrogene aktivnosti posameznih bisfenolov A, AF, C, F, 
S in Z na estrogenski receptor α (ERα), vrednotenje estrogenih učinkov dvokomponentnih 
mešanic bisfenola A z drugimi bisfenoli, vrednotenje estrogenega delovanja mešanice vseh 
šestih testiranih bisfenolov in ocena estrogene aktivnosti produktov bisfenolov A, AF in S 
po prestali 1. ali 2. fazi metabolizma. Za izvedbo poskusov smo uporabili hERα-HeLa-
9903 celično linijo in meritve izvajali s pomočjo luciferaznega testa. Pred pričetkom 
testiranj smo s kontrolnimi spojinami preverili pravilno delovanje celične linije in opravili 
test z resazurinom za preverjanje morebitne citotoksičnosti spojin. Za citotoksično se je 
izkazala le 25 µM mešanica vseh šestih opazovanih bisfenolov, ki smo jo zato iz analize 
izpustili. 
Vseh šest testiranih bisfenolov se je po kriterijih OECD 455 protokola izkazalo za agoniste 
ERα. Jakost njihovega estrogenega delovanja je padala po sledečem vrstnem redu: bisfenol 
AF, Z, C, A, F, S. Iz meritev jakosti estrogenega delovanja posameznih bisfenolov smo 
izračunali aditivni model, katerega rezultate smo primerjali z meritvami jakosti 
estrogenega delovanja mešanic bisfenolov. Vrednosti so se med seboj zelo dobro ujemale, 
iz česar sklepamo, da imajo mešanice bisfenolov aditiven način součinkovanja na ERα. V 
testih metabolizma bisfenolov se je izkazalo, da sta najpomembnejša mehanizma 
metabolne detoksikacije bisfenolov encimski reakciji glukuronidacije in sulfatiranja. V 
primeru oksidativnega metabolizma bisfenolov, je bilo znižanje estrogene aktivnosti 
relativno nizko. Vzrok je lahko počasnejša kinetika reakcij ali pa nastanek estrogensko 
aktivnih produktov. Za določitev tega bi bile potrebne dodatne raziskave.  
Ključne besede: bisfenoli, estrogenski receptor α, mešanice, aditivni model, metabolizem 
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ABSTRACT 
Through the consumption of food and water, the inhalation of air, and the physical contact 
with objects in the environment, many synthetic and natural compounds are constantly 
passing into our bodies. Some of these can affect the functioning of our endocrine system 
and, thus, lead to various adverse health effects. One such compound is bisphenol A, which 
has been partially replaced by other bisphenol analogs in the past decade due to the 
numerous attention-attracting studies that reported its adverse health effects. As a result, 
we are often exposed to mixtures of various bisphenols and many other toxins. Therefore, 
there is an increasing emphasis in toxicology on the assessment of mixtures, since it offers 
a more accurate evaluation of toxicity as the individual testing of compounds. 
The objectives of our work were to test the estrogenic activity of bisphenols A, AF, C, F, 
S, and Z on the estrogen receptor α (ERα), to evaluate the estrogenic effects of two-
component mixtures of bisphenol A with other bisphenols and to determine the estrogenic 
activity of the mixture of all six bisphenols. Additionally, we evaluated estrogenic 
activities of the products of bisphenols A, AF, and S after phase 1 or 2 metabolisms. To 
perform the assays, the hERα-HeLa-9903 cell line was used and measurements were made 
using luciferase assay. Before testing bisphenols, four control compounds were used to test 
the proper cell line functioning and a resazurin assay was performed to check for potential 
cytotoxicity of the tested bisphenols. Only a 25 µM mixture of all six bisphenols proved 
cytotoxic and was, therefore, omitted from the analysis. 
All six of the tested bisphenols proved to be ERα agonists. The potency of their estrogenic 
activity decreased in the following order: bisphenol AF, Z, C, A, F, and S. From the 
measurements of the estrogenic potency of the individually tested bisphenols, the 
concentration addition model was calculated. The obtained results were compared to the 
measured estrogenic potency of the mixtures of bisphenols. The values matched very well, 
suggesting that the mixtures of bisphenols have an additive mode of action on the ERα. 
The bisphenol metabolism tests have shown that the most important mechanisms of 
metabolic detoxification of bisphenols are the enzymatic reactions of glucuronidation and 
sulfation. In the case of oxidative metabolism of bisphenols, however, the decrease of 
estrogenic activity was relatively low. This may be due to slower kinetics of the reactions 
or the formation of estrogen-active products. 
Keywords: bisphenols, estrogen receptor α, mixtures, concentration addition, metabolism 
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SEZNAM OKRAJŠAV 
BP   bisfenol 
BPA   bisfenol A 
BPAF   bisfenol AF 
BPC   bisfenol C 
BPF   bisfenol F 
BPS   bisfenol S 
BPZ   bisfenol Z 
CA model  aditivni model (ang. concentration addition) 
CI   interval zaupanja (ang. confidence interval) 
CŽS   centralni živčni sistem 
DMSO  dimetil sulfoksid 
E2   17β-estradiol 
EC50   koncentracija spojine, ki izzove 50% maksimalnega učinka  
ER   estrogenski receptor 
ERα   estrogenski receptor alfa 
ERβ   estrogenski receptor beta 
HCA   4-(2-hidroksipropan-2-il)fenol 
IA model  model neodvisnega delovanja (ang. independent action) 
KMES  kemični motilci endokrinega sistema 
LAF komora  komora z laminarnim pretokom zraka (ang. laminar air flow) 
MEM   minimalno esencialno gojišče (ang. minimum essential media) 
MBP   4-metil-2,4-bis(p-hidroksifenil)pent-1-en 
MM   molska masa 
NADPH  nikotinamid adenin dinukleotid fosfat 
OECD  Organizacija za gospodarsko sodelovanje in razvoj 
PAPS   3'-fosfoadenozin-5'-fosfosulfat 
PBS   fosfatni pufer 
PC   pozitivna kontrola 
VIII 
PC10 koncentracija spojine, pri kateri je izmerjena aktivnost spojine enaka 
10 % aktivnosti, ki jo je izzvala pozitivna kontrola. 
PC50 koncentracija spojine, pri kateri je izmerjena aktivnost spojine enaka 
50 % aktivnosti, ki jo je izzvala pozitivna kontrola. 
T3   trijodtironin 
T4   tiroksin 
UDPGA   uridin 5'-difosfoglukuronska kislina 
VC   kontrola topila (ang. vehicle control) 
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1 UVOD 
1.1. KEMIČNI MOTILCI ENDOKRINEGA SISTEMA 
Živimo v svetu, v katerem so sintezno ustvarjene kemikalije del vsakdanjega življenja. 
Nekatere med njimi lahko vplivajo na človeški endokrini sistem in posledično motijo 
hormonsko nadzorovane procese, ki potekajo v telesu. Po definiciji Organizacije za 
gospodarsko sodelovanje in razvoj (OECD) so kemični motilci endokrinega sistema 
(kratica KMES) spojine, prisotne v našem okolju, hrani in potrošniških proizvodih, ki 
lahko porušijo hormonsko ravnovesje ljudi in živali, s čimer povzročijo škodljive učinke 
na zdravje (1). KMES so lahko naravnega (npr. sojini izoflavoni), ali sinteznega izvora 
(npr. DDT, bisfenoli, dietil ftalat). Večinoma smo jim izpostavljeni preko uživanja hrane in 
vode, deloma pa lahko v nas prehajajo tudi preko kože ali preko vdihovanja plinov in 
trdnih delcev v zraku (2,3). 
Kemični motilci endokrinega sistema lahko na telo učinkujejo preko različnih prijemališč. 
Najbolj raziskan je mehanizem neposredne vezave spojin na hormonski receptor, kjer 
lahko učinkujejo kot polni agonisti, delni agonisti ali antagonisti in tako oponašajo 
delovanje telesu lastnih hormonov. Druga možnost delovanja je preko vezave na specifičen 
protein, ki lahko regulira bodisi sintezo (npr. aromataza), metabolizem ali eliminacijo 
hormona, bodisi transport hormona preko celične membrane ali po krvi do tarčnega tkiva 
(npr. kortizol vezoči globulin). Pri tem njihovo delovanje ni omejeno na eno samo 
nevrogeno os ali organ, vendar je znano, da ima lahko ena spojina obenem učinek tako na 
endokrini sistem, kot tudi na delovanje ščitnice ali skorje nadledvične žleze (4,5). 
Endokrino signaliziranje prefinjeno nadzoruje vsako stopnjo človeškega razvoja – od 
najzgodnejših stopenj tvorjenja organov in časovnega načrtovanja rojstva, do otroštva, 
pubertete in odraslosti. Vključeno je tudi v razmnoževanje, metabolizem, delovanje 
možganov in staranje. Posledično motnja v delovanju endokrinega sistema lahko povzroči 
dovzetnost za velik nabor različnih bolezni. Med bolezni in motnje, za katere se sumi, da 
so lahko vsaj delno povezane s povečano izpostavljenostjo KMES, med drugim sodijo: 
zmanjšana plodnost, moten razvoj spolnih organov (neustrezen spust mod, hipospadija), 
prezgoden ali prepozen nastop pubertete, rak na dojki, modih, prostati, nožnici, ledvicah in 
ščitnici, endometrioza, metabolni sindrom (debelost, sladkorna bolezen tipa 2), motnje 
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cirkadianega ritma, motnje v razvoju centralno živčnega sistema (CŽS) in vedenjske 
spremembe (2,4–6). 
Najdovzetnejši skupini za učinke KMES sta noseče matere in novorojenčki. Večina KMES 
namreč prehaja placento, za učinkovanje na plod oziroma novorojenčka pa so zadostne 
nižje koncentracije teh spojin, kot so potrebne za delovanje na odraslega človeka. Prav 
tako so prvi meseci življenja čas, ko se tvorijo organi, nekatere endokrine povratne zanke 
pa še niso zrele (2). Tako lahko ima izpostavljenost KMES, prisotna v tem obdobju, vpliv 
na samo proliferacijo in diferenciacijo celic ter posledično na razvoj tkiv, kar lahko na 
telesu novorojenčka pusti trajne posledice (4). 
Izpostavljenost motilcem endokrinega sistema v času nosečnosti se dotakne treh generacij: 
matere, zarodka in preko matičnih celic jajčec, ki so v tem obdobju že prisotne v zarodku, 
vpliva na še tretjo generacijo - torej bodoče otroke zarodka oziroma vnuke matere (2). 
Takšni učinki so bili zabeleženi pri otrocih in vnukih mater, ki so imele v preteklosti zaradi 
rizične nosečnosti predpisano jemanje dietilstilbestrola. Danes je uporaba te spojine med 
nosečnostjo kontraindicirana, saj je pri otrocih in vnukih teh mater prihajalo do pogostejše 
pojavnosti nepravilnosti v razvoju reproduktivnega in nevrološkega sistema. Učniki so bili 
zabeleženi tako pri ženskih, kot tudi pri moških potomcih (7). Nekoliko manj raziskan je 
vpliv na vse nadaljnje generacije. Kljub temu študije na miših kažejo na to, da se 
pridobljene epigenetske modifikacije DNK zapisa ohranjajo dlje in so še vedno prisotne 
tudi pri četrti in peti generaciji potomcev (8,9). 
 
1.2. BISFENOLI 
Bisfenoli so eni izmed najbolj znanih kemičnih motilcev endokrinega sistema. So organske 
sintetične spojine, sestavljene iz dveh fenolnih obročev, povezanih z mostnim atomom, ki 
je v največ primerih atom ogljika. Njihov najbolj znan predstavnik je bisfenol A, ki pa je 
zaradi številnih odmevnih študij o njegovih škodljivih učinkih na zdravje na slabem glasu 
in se zato v zadnjih desetletjih v proizvodnji plastike nadomešča z različnimi bisfenolnimi 
analogi (slika 1). Trenutno je zabeleženih preko 22 različnih bisfenolov (10). 
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Slika 1: Strukturne formule bisfenola A in nekaterih njegovih najbolj razširjenih 
strukturnih analogov. Vsem sta skupna dva fenolna obroča, povezana z mostnim atomom.  
Bisfenol A 
Bisfenol A je bil prvič sintetiziran leta 1905 s kondenzacijo fenola in acetona v prisotnosti 
kisline kot katalizatorja (11). Raven njegove letne proizvodnje se je od takrat močno 
povečala in se v letu 2016 ocenjuje na približno 8 milijonov ton. Večinoma se uporablja 
kot monomer pri proizvodnji polikarbonatne plastike (slika 2) in epoksidnih smol, dodaja 
se ga pa tudi v proizvodnji poliakrilatov in poliestrov ter pri izdelavi termalnega papirja. 
Epoksidne smole se pogosto uporabljajo kot notranja prevleka vodovodnih cevi, pločevink 
in konzerv za hrano, da preprečijo neposreden stik hrane ali tekočine s kovinsko embalažo. 
S polikarbonatno plastiko se po drugi strani srečujemo pri nekaterih posodah za hrano, 
plastenkah, igračah in medicinskih pripomočkih (12,13).  
 
Slika 2: Strukturna formula BPA in polikarbonatnega monomera. 
Čeprav so polimeri stabilni in kemijsko inertni, se lahko zaradi nepopolne polimerizacije 
in/ali delnega razpada polimera zaradi povišane temperature ali kislih pogojev določena 
količina BPA vseeno izloča v vsebino embalaže (12). Zato ni presenetljivo, da največji vir 
vnosa BPA v telo predstavljata prav hrana in pijača iz polikarbonatnih plastenk in z 
epoksidno smolo prevlečenih pločevink in konzerv (14). Na podlagi toksikoloških študij je 
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Evropska agencija za varnost hrane (EFSA) določila dopustni dnevni vnos (TDI) BPA per 
os na 4 μg/kg telesne mase/dan (15). Približna ocena dnevnega vnosa BPA po drugi strani 
znaša med 0,48 in 1,6 μg/kg telesne mase/dan in se med posameznimi področji sveta zelo 
razlikuje (14). Zaznavne količine BPA so odkrili že v človeškem serumu, urinu, možganih, 
jetrih, laseh in maščobnem tkivu. Prav tako so ga zaznali tudi v placentni tekočini, 
popkovnični krvi, materinemu mleku in urinu nedonošenčkov, kar nakazuje na neposreden 
prenos te spojine z matere na plod (16). Največ študij o BPA se navezuje na njegovo 
estrogeno delovanje, vendar so v več in vitro analizah bile dokazane tudi njegove 
antiandrogene dejavnosti ter vplivi na glukokortikoidni in tiroidni sistem (11). 
Izpostavljenost BPA tako povezujejo s povečanim tveganjem za pojav zdravstvenih 
zapletov, kot so diabetes, kardiovaskularni zapleti, debelost, motnje v razvoju nevronov, 
vedenjske motnje, neplodnost ter spodbujanje razvoja več vrst raka (11,12). 
Bisfenol AF 
Bisfenol AF je analog BPA, pri katerem sta metilni skupini BPA spremenjeni v 
trifluorometilne skupine. Uporablja se pri predelavi fluoroelastomerov in kot monomer v 
proizvodnji polikarbonatov, poliamidov in poliestrov (11). Polimeri, izdelani iz BPAF, se 
med drugim uporabljajo pri izdelavi embalaže za hrano in kozmetične izdelke. Študija iz 
leta 2017, ki je preučevala vsebnost BPAF v izdelkih za osebno nego kupljenih na 
Kitajskem, je ugotovila prisotnost te spojine v 38,7 % vzorcev. Podobna študija iz leta 
2014, ki je preučevala izdelke za osebno nego kupljene v ZDA, je ugotovila prisotnost 
BPAF v 10,5 % preizkušenih izdelkov (17). Leta 2013 so Liao in sodelavci dnevno 
izpostavljenost BPAF ocenili na 0,49 ng/kg telesne teže za moške in na 0,50 ng/kg telesne 
teže za ženske. Tako kot BPA ima tudi BPAF poleg estrogene aktivnosti tudi 
antiandrogeno delovanje in vpliv na tiroidni sistem (18). 
Bisfenol C 
BPC je eden izmed manj raziskanih bisfenolov. V pregledu literature na spletišču PubMed 
ni bilo na voljo nobene in vivo študije učinkov te spojine. Kakorkoli, v več in vitro 
študijah, ki so preučevale jakost njegove vezave na ER, se je izkazal za agonista ERα in 
ERβ, njegov učinek pa je bil približno enakovreden učinku BPA (19). Na slovenskih tleh je 
bila izvedena obsežna študija Marjete Česen in sodelavcev, ki je določala prisotnost 
različnih bisfenolnih analogov v vzorcih odplak zajetih v 5 različnih slovenskih čistilnih 
napravah in v izlivih odpadnih voda iz različnih industrijskih, gospodarskih in 
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stanovanjskih virov. V različnih zajetih vzorcih so bili zaznani tako BPA, kot tudi BPAF, 
BPAP, BPB, BPC, BPE, BPF, BPS in BPZ. BPC je bil zaznan v koncentracijah višjih od 
meje zaznavnosti (LOD) v vzorcu zajetem v čistilni napravi Domžale-Kamnik (v 
koncentracijah med 1,01 ng/L in 11,8 ng/L) in v izlivu odpadne vode iz obrata za 
predelavo hrane v Ljubljani (koncentracije do 2560 ng/L). To pomeni, da tudi ta bisfenol, 
čeprav manj pogosto uporabljan, lahko pomembno prispeva k celotni količini vseh 
bisfenolov, ki smo jim izpostavljeni (20).  
Bisfenol F 
Bisfenol F se v glavnem uporablja za sintezo epoksidnih smol, ki se uporabljajo kot 
notranje prevleke pločevink in vodovodnih cevi, najde se ga pa tudi v lakih, lepilih, zobnih 
plombah in embalažah za hrano. Poleg BPS je eden glavnih nadomestkov BPA v produktih 
označenih z oznakami »brez BPA« (17). V študiji narejeni v ZDA med letoma 2013 in 
2014, v kateri je sodelovalo 1808 odraslih in 868 otrok, so BPF ali njegove metabolite 
zaznali v 66,5 % urinskih vzorcev testirancev, pri čemer je mediana koncentracije znašala 
0,35 μg/L (21). Čeprav se o učinkih BPF ve veliko manj, kot o učinkih BPA, je v več 
raziskavah bilo odkrito, da je jakost njegove vezave na ER primerljiva jakosti vezave BPA 
(17). Prav tako so v posameznih raziskavah znanstveniki odkrili njegov negativen učinek 
na razvoj nevronov v ribah zebricah ter neugodne vplive na ravnovesje ščitničnih 
hormonov (22,23). 
Bisfenol S 
Bisfenol S je zaradi svojih kemijskih lastnosti zelo podobnih BPA njegova pogosta 
zamenjava pri izdelavi polikarbonatne plastike in termalnega papirja. Tako se pojavlja v 
veliki količini izdelkov označenih z oznako »brez BPA«. V študiji iz leta 2015 je bila 
analizirana vsebnost BPS v 616 urinskih vzorcih, zbranih med letoma 2000 in 2014. 
Zaznavne količine BPS so se pojavljale le v vzorcih novejših od leta 2009, kar nakazuje na 
to, da je človeška izpostavljenost tej spojini v porastu (11). Leta 2014 so v ZDA v skupno 
2676 odraslih in otroških vzorcih urina BPS zaznali v 89,4 % testiranih vzorcev, z mediano 
koncentracije 0,37 μg/L (21). Več študij, ki se osredotočajo na vezavo BPS na receptorje je 
pokazalo, da so estrogeni in androgeni učinki BPS podobni BPA, vendar nekoliko šibkejši. 
Na podlagi ugotovitev različnih študij znanstveniki predvidevajo, da BPS preko vplivov na 
različne endokrine poti lahko povzroča negativne vplive na zdravje, kot so debelost, 
zamaščenost jeter in zmanjšana plodnost (11,17). 
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Bisfenol Z 
Bisfenol Z je pogosto v rabi pri izdelavi plastičnih materialov odpornih na visoko toploto 
in pri izdelavi električne izolacije (24). Preko uporabe plastike z vsebujočim BPZ tako 
stopamo v stik tudi s tem analogom BPA. V študiji iz leta 2019, v kateri so preučevali 
prisotnost bisfenolnih analogov v serumu 181 nosečnic iz Kitajske, so BPZ zaznali v 20,4 
% vzorcev (25). Poleg estrogenega delovanja predpostavljajo, da ima tudi BPZ učinke na 
sistem uravnavanja ščitničnih hormonov. Lee in sodelavci so pri preučevanju rib zebric, ki 
so bile izpostavljene koncentracijam BPZ višjim od 0,18 mg/L, odkrili povišanje količin 
ščitničnih hormonov trijodtironina (T3) in tiroksina (T4) za 2,7-krat (T3) oz. 1,9-krat (T4). 
Predvidevajo, da razlog temu tiči v povečani transkripciji gena za receptor za ščitnični 
hormon β (24). 
 
1.3. VPLIV METABOLIZMA BISFENOLOV NA ENDOKRINO 
AKTIVNOST  
Eksogene spojine se iz telesa v večini odstranjujejo s pomočjo metabolizma. Metabolizem 
ksenobiotikov je proces, sestavljen iz zaporedja različnih kemijskih reakcij, katerih glavna 
naloga je pretvorba lipofilnih spojin v bolj hidrofilne metabolite, ki se enostavneje izločajo 
iz telesa z urinom. Nastali produkti imajo najpogosteje nižjo biološko aktivnost od izhodne 
spojine, kljub temu pa obstajajo primeri, ko se njihova biološka aktivnost ohranja ali pa 
celo poviša. 
Bisfenol A 
V človeškem telesu se BPA večinoma metabolizira v BPA glukuronid. V študiji izvedeni 
na 30 prostovoljcih so Ye in sodelavci merili prisotnost BPA in njegovih metabolitov v 
urinu. Ugotovili so, da se je 69,5 % odmerjenega BPA metaboliziralo v BPA glukuronid, 
21 % v BPA sulfat, 9,5 % pa se ga je izločilo v nekonjugirani obliki (26). Do podobnih 
zaključkov so prišli Gerona in sodelavci, ki so v urinu 112 nosečnic zaznali 71 % BPA v 
obliki glukuronida, 15 % v obliki sulfata in 14 % nekonjugiranega BPA (27). Tako BPA 
glukuronid, kot tudi BPA sulfat ne kažeta estrogene aktivnosti (11).  
V in vitro študijah, v katerih so znanstveniki preučevali zgolj vpliv 1. faze metabolizma na 
spreminjanje BPA, se je za najpogostejši metabolit izkazala njegova orto-hidroksilirana 
oblika. Nekateri drugi zaznani metaboliti so bili hidrokinon, izopropenilfenol, karboksi 
BPA, 4-(2-hidroksipropan-2-il)fenol (kratica HCA) in 4-metil-2,4-bis(p-hidroksifenil)pent-
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1-en (kratica MBP), ki so bili sicer veliko manj pogosti (slika 3) (28). Za orto-hidroksi 
BPA je tako kot za BPA glukuronid in BPA sulfat značilno zmanjšanje estrogene 
aktivnosti. To pa ne velja za nekatere druge izmed zaznanih metabolitov. Yoshinara in 
sodelavci so s testiranjem spojine MBP na MCF-7 celični liniji prišli do rezultata, da ima 
le-ta 470-krat močnejši estrogeni učinek od BPA. Postopek so ponovili na gensko 
spremenjenih kvasovkah (YAS test) in v tem primeru se je MBP izkazal kot 2250-krat 
močnejši agonist ER od BPA (29). Večja estrogena aktivnost MBP od BPA je 
najverjetneje posledica večjega števila interakcij, ki jih ta lahko tvori z aminokislinskimi 
ostanki v aktivnem mestu receptorja (30). Povečanje estrogene aktivnosti so Nakamura in 
sodelavci zaznali tudi pri spojini 4-(2-hidroksipropan-2-il)fenolu, kateremu so na MCF-7 
celični liniji izmerili približno 100-krat močnejši estrogeni učinek od BPA (31). 
Hidrokinon je po drugi strani bil brez estrogene aktivnosti, karboksi BPA pa je kazal le 
šibko estrogeno delovanje. Metabolit izopropenilfenol je kazal približno enako jakost 
estrogenega delovanja kot BPA (11).   
   
 
Slika 3: Strukturne formule in poimenovanja nekaterih zaznanih metabolitov BPA. 
Bisfenol AF 
V in vivo študijah preučevanja metabolizma BPAF se je za njegov poglavitni metabolit 
ravno tako izkazal glukuronid. Poleg tega so znanstveniki zaznali še BPAF sulfat, BPAF 
glukuronid sulfat in BPAF diglukuronid. V in vitro študijah, ki so se osredotočale le na 1. 
fazo metabolizma BPAF, sta bila najpogosteje tvorjena metabolita orto-hidroksi BPAF in 
4-(heksafluoro-2-hidroksipropan-2-il)fenol (slika 4) (11). Li in sodelavci so na MCF-7 
celični liniji testirali estrogeno aktivnost BPAF glukuronida in ugotovili, da s pripetjem 
glukuronske kisline BPAF izgubi estrogeno delovanje (32). Odsotnost estrogenih učinkov 
je bila prav tako ugotovljena za metabolit 4-(heksafluoro-2-hidroksipropan-2-il)fenol (11). 
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Slika 4: Strukturne formule in poimenovanja nekaterih zaznanih metabolitov BPAF. 
Bisfenol S 
Tudi za BPS, tako kot za prej omenjena bisfenola, velja, da v procesu metabolizma 
najpogosteje tvori konjugat z glukuronsko kislino – BPS glukuronid, ki nima estrogene 
aktivnosti (slika 5). Brez aktivnosti na ER je tudi druga najpogostejša metabolna oblika 
BPS – BPS sulfat. V in vitro študiji Skledar in sodelavcev se je v prisotnosti človeških 
jetrnih mikrosomov tvoril orto-hidroksi BPS, ki pa se je ob dodatku UDPGA skoraj ves 
pretvoril v BPS glukuronid. To nakazuje, da je druga faza metabolizma v metabolizmu 
BPS veliko pomembnejša od prve. Za orto-hidroksi BPS je sicer značilna nižja estrogena 
aktivnost kot za BPS (11). 
 
Slika 5: Strukturne formule in poimenovanja nekaterih zaznanih metabolitov BPS. 
 
1.4. METODE VREDNOTENJA ENDOKRINEGA DELOVANJA SPOJIN 
Zaradi vse bolj razširjene prisotnosti KMES v okolju in vedno večjega števila raziskav 
posvečenih razumevanju njihovega delovanja, se je pojavila potreba po različnih 
validiranih metodah vrednotenja vplivov teh spojin na endokrini sistem. Organizacija za 
gospodarsko sodelovanje in razvoj (OECD) v ta namen redno izdaja posodobljene zbirke 
razpoložljivih standardiziranih testnih metod, ki se lahko uporabljajo za preizkušanje 
varnosti različnih spojin. V najnovejši izdaji smernic za testiranje in vrednotenje KMES iz 
leta 2017 je opisanih 5 nivojev njihovega vrednotenja. Vsak višji nivo podaja 
kompleksnejši vpogled v delovanje preučevane spojine: 
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- Prvi nivo vrednotenja KMES se opira le na obstoječe podatke in informacije, ki ne 
izvirajo iz laboratorijskih poskusov. Predvidevanja o morebitnih toksičnih 
lastnostih spojin se na tem nivoju oblikujejo na podlagi podatkov, pridobljenih iz 
QSAR, in silico in LADME študij. 
- Drugi nivo vrednotenja KMES predstavljajo in vitro preizkusi, iz katerih lahko 
dobimo natančnejše informacije o mehanizmih endokrinega delovanja opazovane 
spojine. S temi testi navadno ugotavljamo afiniteto spojine do vezave na estrogeni 
ali androgeni receptor, morebitno indukcijo nastajanja steroidnih hormonov ali 
transaktivacijo, povzročeno z vezavo opazovane spojine na estrogeni/androgeni 
receptor. 
- Tretji, četrti in peti nivo vrednotenja KMES se nanašajo na in vivo preizkuse 
toksičnosti. Na tej stopnji se poskuša pridobiti čim več informacij o kompleksnih in 
vivo mehanizmih endokrinega delovanja, o posledicah, ki jih motilci endokrinega 
sistema lahko imajo na telo kot celoto, ter o vplivih toksičnosti na naslednje 
generacije (1). 
 
1.4.1. In vitro testiranje 
 V okviru razdelka o in vitro testiranju OECD smernice opisujejo 4 preizkuse za določanje 
estrogene aktivnosti testnih spojin: 
In vitro preizkus za odkrivanje spojin z afiniteto do vezave na hrER (test 493) 
Prvi izmed opisanih in vitro preizkusov je test za odkrivanje spojin z afiniteto do vezave na 
hrER (humani rekombinantni estrogeni receptor). Pri tem se lahko uporablja dejanski hrER 
ali pa se potencialne KMES testira na humanem rekombinantnem proteinu, ki oponaša 
vezavno mesto estrogenskega receptorja. Obe metodi temeljita na ugotavljanju zmožnosti 
vezave radiooznačenega E2 na ER v prisotnosti povečujočih se koncentracij testne spojine. 
Testne spojine z visoko afiniteto do ER tekmujejo z radiooznačenim E2 za vezavo na ER 
pri nižjih koncentracijah kot spojine z nizko afiniteto. Metoda se večinoma uporablja v 
presejalnih testih, kjer se v množici različnih spojin ugotavlja morebitno prisotnost 
potencialnih KMES (33). 
In vitro preizkus aktivacije prepisovanja genov, povzročene z vezavo opazovane spojine 
na estrogenski receptor (test 455) 
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Test 455 opisuje preizkus, s katerim lahko ugotavljamo ali so testirane spojine agonisti ali 
antagonisti estrogenskega receptorja ter ocenjujemo jakost njihovega delovanja. V ta 
namen se uporablja hERα-HeLa-9903 celična linija, ki ima s stabilno transfekcijo 
vstavljena dva gena: gen za hERα ter gen za encim kresničkino luciferazo. Pri izvedbi testa 
so celice izpostavljene različnim necitotoksičnim koncentracijam testne spojine za 20-24 
ur. Spojine z estrogenim učinkom se vežejo na ER in s transaktivacijo povzročijo 
prepisovanje gena za encim kresničkino luciferazo. Ob dodatku substrata nastali encim 
povzroči njegovo pretvorbo v luminiscenčni produkt, ki ga izmerimo s spektrofotometrom 
(34). 
In vitro preizkus vpliva spojine na endogeno sintezo steroidnih hormonov (test 456) 
Ta preizkus se osredotoča na prepoznavo spojin, ki ne učinkujejo neposredno preko vezave 
na ER, temveč po drugih mehanizmih sprožijo indukcijo ali inhibicijo endogene sinteze 
steroidnih hormonov. Pri testiranju se uporablja H295R humana celična linija raka 
nadledvične žleze. Ta izraža gene, ki kodirajo vse ključne encime, ki sodelujejo v endogeni 
sintezi steroidnih hormonov. Celice so v sklopu preizkusa za 48h izpostavljene več 
različnim koncentracijam testne spojine. Po koncu inkubacije izmerimo število živih celic 
ter s komercialno dostopnimi testi ali instrumentalnimi metodami izmerimo koncentracijo 
steroidnih hormonov prisotnih v  gojišču (35).  
In vitro preizkus celične proliferacije MCF-7 celične linije (E-screen test) 
MCF-7 je humana celična linija raka dojke, ki izkazuje od estrogena odvisno proliferacijo 
celic. Izraža oba podtipa ER: ERα in ERβ, pri čemer prevladuje prisotnost ERα. Inkubacija 
celic v prisotnosti različnih koncentracij testnih spojin traja 6 dni. Za detekcijo rezultatov 
se največkrat uporablja metoda obarvanja celičnih proteinov z barvilom sulforhodaminom 
B, katerega absorbanco lahko izmerimo s spektrofotometrom (36). 
 
1.5. PROBLEMATIKA MEŠANIC 
Pri ocenjevanju strupenosti kemikalij se v toksikologiji spojine najpogosteje testirajo 
posamično. Tako se toksikološki parametri, ki jih s tem določimo, nanašajo na izolirano 
delovanje testirane spojine. Kakorkoli, v primeru kemičnih motilcev endokrinega sistema 
je eksogenih spojin, ki delujejo na isto endokrino pot lahko zelo veliko, njihovi učinki pa 
se med seboj lahko seštevajo. V takih primerih znanje o toksičnosti posameznih substanc 
ne pomeni veliko, če ne vemo tudi kakšen je celoten obseg izpostavljenosti kemikalijam z 
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delovanjem na opazovano endokrino pot in kakšen je način na kateri komponente 
opazovane mešanice součinkujejo. Interakcije med posameznimi komponentami mešanice 
so lahko aditivne, sinergistične ali antagonistične, pri čemer je pri sinergističnem delovanju 
učinek kombinacije spojin večji od vsote učinkov posameznih spojin, pri aditivnem 
delovanju enak, pri antagonističnem delovanju pa manjši. V številnih študijah, narejenih na 
temo načina součinkovanja KMES, se je izkazalo, da je za te spojine prevladujoči način 
medsebojnega delovanja aditivnost. Ob predpostavki aditivnega delovanja lahko tako 
učinke večkomponentnih mešanic KMES napovemo, ko sta znani jakost endokrinega 
delovanja posameznih komponent mešanice in količina posameznih KMES, ki smo jim 
izpostavljeni. Izpostavljenosti KMES pa se med populacijami živečimi v različnih okoljih, 
z različnimi navadami in z različno prehrano lahko zelo razlikujejo, zato so ocene 
izpostavljenosti v najboljšem primeru približne in njihovo določanje predstavlja precejšen 
izziv (2,4).  
 
1.6. VREDNOTENJE MEŠANIC 
Priprave toksikološke ocene mešanice se v osnovi lahko lotimo na dva različna načina: 
preko pristopa, ki ocenjuje mešanico kot celoto, ali z uporabo modelov, ki temeljijo na 
ocenjevanju mešanice glede na njene komponente. Pristop ocenjevanja mešanice kot celote 
temelji na neposredni toksikološki oceni dane kemične mešanice, na primer izpuha 
avtomobilskega motorja ali vzorca krvi. Pogosto se uporablja, ko podatki o kemični sestavi 
mešanice niso na voljo. Ocene, ki jih s tem pridobimo, zajemajo vse sinergistične ali 
antagonistične interakcije med spojinami ter vključujejo učinke prav vseh komponent 
mešanice, tudi tistih katerih samostojna ocena toksičnosti morda še ni znana. Poleg 
opisanih ugodnih lastnosti, pa ima pristop ocenjevanja mešanice kot celote tudi resne 
omejitve. Ena najopaznejših je težavnost ekstrapolacije dobljenih rezultatov na različne 
situacije izpostavljenosti, zlasti od visokih k nizkim odmerkom. Prav tako dobljeni 
rezultati opisujejo strogo le obravnavano mešanico, ki je lahko zelo kompleksna. Ker so 
razmere izpostavljenosti v okolju zelo dinamične, omenjen pristop zahteva pogosta 
ponovna testiranja. Mnogo omejitev pristopa ocenjevanja mešanice kot celote je mogoče 
premagati tako, da o delovanju mešanice sklepamo iz učinkov posameznih sestavin 
mešanice. Ta način vrednotenja mešanic opisujeta dva različna temeljna koncepta: aditivni 
model (ang. »concentration addition«, CA model) in model neodvisnega delovanja (ang. 
»independent action«, IA model) (37,38). 
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1.6.1. Aditivni model (CA model) 
Aditivni model opisuje skupno delovanje spojin z enakim mehanizmom delovanja. Kadar 
vse sestavine mešanice delujejo na identično, dobro opredeljeno molekularno tarčo, velja, 
da lahko eno spojino v celoti ali delno nadomestimo z enakim deležem enako učinkovite 
koncentracije (npr. EC50) druge spojine, ne da bi spremenili skupni učinek kombinacije. 
Model torej predpostavlja, da se deleži enako učinkovitih koncentracij posameznih snovi, 
imenovani tudi toksične enote, preprosto seštevajo v skupno toksično enoto zmesi. Pri tem 
model ne upošteva farmakokinetičnih ali farmakodinamičnih interakcij med spojinami. 
Koncept je mogoče matematično zapisati z enačbo 1. 
𝐸𝐶𝑥𝑚𝑒š𝑎𝑛𝑖𝑐𝑒 = (∑
𝑝𝑖
𝐸𝐶𝑥𝑖
𝑛
𝑖=1
)
−1
 
Enačba 1: Izračun EC vrednosti mešanice 
spojin po CA modelu. 
Pri tem n predstavlja število sestavin mešanice, pi predstavlja relativni delež spojine v 
mešanici, ECx pa pomeni koncentracijo spojine, ki izzove x % njenega maksimalnega 
učinka. 
Za izračun aditivnega modela tako potrebujemo le podatke o relativnih deležih spojin v 
zmesi in o jakostih njihovega delovanja. Pri tem ni pomembno ali so posamezni odmerki 
spojin nad pragom toksičnega delovanja. To pomeni, da z aditivnim modelom lahko 
napovedujemo tudi toksičnosti, ki so posledica seštevanja učinkov več različnih toksičnih 
sestavin mešanice, katerih posamezni odmerki so sicer lahko nižji od njihovih pragov 
toksičnosti (37,38). 
1.6.2. Model neodvisnega delovanja (IA model) 
Model neodvisnega delovanja predvideva, da komponente mešanice delujejo popolnoma 
neodvisno druga od druge in da lahko delujejo na različna prijemališča, ki preko različnih 
poti prispevajo k učinkovanju na skupno končno točko. Kombinirani učinek mešanice 
spojin je mogoče izračunati iz učinkov, ki jih povzročijo posamezne sestavine mešanice, če 
se sledi statističnemu konceptu neodvisnih naključnih dogodkov. Tega je mogoče 
matematično izraziti z enačbo 2, kadar se opazovani učinek z večanjem koncentracije 
povečuje (npr. kadar je opazovani parameter smrtnost), ali z enačbo 3, kadar se opazovani 
učinek z večanjem koncentracije zmanjšuje (npr. kadar opazujemo stopnjo preživetja). 
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𝐸(𝑐𝑚𝑒š𝑎𝑛𝑖𝑐𝑒) = 1 − ∏(1 − 𝐸(𝑐𝑖))
𝑛
𝑖=1
 
Enačba 2: Matematična formula za izračun E(cmešanice) po IA modelu, v primeru da se 
opazovani učinek z večanjem koncentracije povečuje. 
𝐸(𝑐𝑚𝑒š𝑎𝑛𝑖𝑐𝑒) = 1 − ∏ 𝐸(𝑐𝑖)
𝑛
𝑖=1
 
Enačba 3: Matematična formula za izračun E(cmešanice) po IA modelu, v primeru da se 
opazovani učinek z večanjem koncentracije zmanjšuje. 
V obeh enačbah E(cmešanice) označuje učinek, ki ga povzroči opazovana mešanica, E(ci) pa 
učinke, ki bi jih posamezne komponente povzročile, če bi delovale posamično, pri enaki 
koncentraciji, kot so prisotne v opazovani mešanici. 
Koncept IA modela za izračun pričakovanega učinka mešanice torej uporablja podatke o 
posameznih učinkih sestavin zmesi. To pomeni, da po tem modelu spojine prisotne v 
koncentracijah nižjih od praga toksičnosti, ne bodo prispevale k oceni skupnega učinka 
mešanice (37,38).  
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2 NAMEN DELA 
Izpostavljenost vse večjemu številu novih sinteznih spojin in obenem povišana prevalenca 
nekaterih bolezni, kot so določeni tipi raka, debelost, diabetes ter zmanjšana plodnost, sta v 
zadnjih desetletjih spodbudili preučevanje spojin, ki vplivajo na delovanje endokrinega 
sistema. Med KMES sodi tudi skupina spojin s kemijsko strukturo dveh fenolnih obročev, 
povezanih s premostitvenim atomom, imenovana bisfenoli. Njihov najbolj znan 
predstavnik je BPA, ki pa je zaradi številnih študij o njegovih škodljivih učinkih na zdravje 
na slabem glasu. Zato se v proizvodnji plastike deloma nadomešča z njegovimi različnimi 
strukturnimi analogi, ki pa večinoma izkazujejo podobno raven endokrinega delovanja. 
Tako smo v zadnjih letih preko interakcije z okoljem vsakodnevno v stiku z mešanico 
različnih bisfenolov, kot tudi z na tisoče drugimi spojinami. Pri tem je tako pomembno ne 
samo dobro poznavanje toksikoloških lastnosti posameznih spojin, temveč tudi vrednotenje 
njihovih učinkov, ko te delujejo skupaj.  
V sklopu magistrske naloge bomo najprej preučili aktivnost šestih najpogosteje 
uporabljenih bisfenolov – bisfenolov A, AF, C, F, S in Z na estrogenski receptor α (ERα). 
Nato se bomo posvetili vrednotenju učinkov bisfenola A, ko je ta prisoten v 
dvokomponentnih mešanicah z drugimi bisfenoli, oziroma ko na ERα naenkrat učinkuje 
vseh šest preučevanih bisfenolov. Nazadnje bomo preverili tudi estrogeno aktivnost 
metabolitov bisfenolov A, AF in S in si s tem približali odgovor na vprašanje, kaj se s temi 
spojinami zgodi po vstopu v telo.  
Spojine bomo testirali po OECD smernicah in se pri tem držali načel testa 455 za testiranje 
agonistov in antagonistov estrogenskega receptorja. Uporabili bomo hERα-HeLa-9903 
celično linijo, ki ima s stabilno transfekcijo vstavljena gena za hERα in za encim 
kresničkino luciferazo. Rezultate bomo merili s pomočjo luciferaznega testa, ki temelji na 
encimski pretvorbi luciferina v luminiscenčni produkt, katerega lahko kvantitativno 
merimo s spektrofotometrom. Količina nastalega luminiscenčnega produkta je pri tem 
premo sorazmerna jakosti estrogenega delovanja testirane spojine. Pred izvedbo 
luciferaznega testa bomo vse bisfenole testirali še na morebitno citotoksičnost z uporabo 
testa z resazurinom, s čimer bomo izključili možnost pojava lažno negativnih rezultatov 
zaradi odmrtja celic. 
  
15 
3 MATERIALI IN METODE 
3.1. MATERIALI 
3.1.1. Testirane spojine 
Pred pričetkom raziskovalnega dela smo opravili validacijo celične linije s 17β-estradiolom 
(E2), 17α-estradiolom, 17α-metiltestosteronom in kortikosteronom. Nato smo testirali 
aktivnost bisfenolov BPA, BPAF, BPC, BPF, BPS in BPZ na človeški estrogenski receptor 
α (ERα). Poleg tega smo na ERα testirali tudi nekatere njihove medsebojne kombinacije in 
vrednotili vpliv metabolizma. V preglednicah I in II so predstavljene testirane spojine. Za 
vsako izmed njih je navedena njena CAS številka, molska masa (MM) in kemijska 
struktura, pri bisfenolih pa sta podani še oznaka in logP spojine. Pod imenom spojine je v 
ležečem zapisano njeno IUPAC kemijsko ime, v oklepaju je naveden proizvajalec, najbolj 
spodaj zapisani delež pa se nanaša na čistost izbrane spojine. 
Preglednica I: Kontrolne spojine za validacijo celične linije. 
Ime spojine CAS MM [g/mol] Kemijska struktura 
17β-estradiol 
estra-1,3,5(10)-triene-
3,17β-diol 
(Sigma-Aldrich, Nemčija) 
≥ 98,0 % 
50-28-2 272.38 
 
17α-estradiol  
estra-1,3,5(10)-triene-
3,17α-diol 
(Sigma-Aldrich, Nemčija) 
≥ 98,0 % 
57-91-0 272.38 
 
17α-metiltestosteron  
(17β)-17-hydroxy-17-
methylandrost-4-en-3-one 
(Tokyo Chemical Industry 
(TCI, Belgija) 
≥ 98,0 % 
58-18-4 302.45 
 
kortikosteron 
11β,21-dihydroxypregn-4-
ene-3,20-dione 
(Sigma-Aldrich, Nemčija) 
≥ 98.5 % 
50-22-6 346.46 
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Preglednica II: Testirani bisfenoli. 
Ime spojine Oznaka CAS  MM 
[g/mol] 
logP Kemijska struktura 
bisfenol A 
4,4'-(propane-2,2-
diyl)diphenol 
(Sigma-Aldrich, 
Nemčija) 
≥ 99,0% 
BPA 80-
05-7 
228.29 4,15 
 
bisfenol AF 
4,4'-(1,1,1,3,3,3-
hexafluoropropane-
2,2-diyl)diphenol 
(Sigma-Aldrich, 
Nemčija) 
≥ 99,0 % 
BPAF 1478-
61-1 
336.23 5,02 
 
bisfenol C 
2,2-Bis(4-hydroxy-3-
methylphenyl)propane 
(Sigma-Aldrich, 
Nemčija) 
≥ 99,0 % 
BPC 79-
97-0 
256.34 5,12 
 
bisfenol F 
4-(4-hydroxybenzyl) 
phenol 
(Sigma-Aldrich, 
Nemčija) 
≥ 98,0 % 
BPF 620-
92-8 
200.23 3,35 
 
bisfenol S 
4,4'-Sulfonyldiphenol 
(Sigma-Aldrich, 
Nemčija) 
≥ 98,0 % 
BPS 80-
09-1 
 
250.27 2,15 
 
bisfenol Z 
1,1-Bis(4-
hydroxyphenyl) 
cyclohexane 
(Sigma-Aldrich, 
Nemčija) 
≥ 98,0 % 
BPZ 843-
55-0 
268.35 4,90 
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3.1.2. Reagenti 
· encimska frakcija in kofaktorji uporabljeni pri testiranju metabolizma: 
- S9 encimska frakcija: s kofaktorjem dopolnjena postmitohondrijska frakcija 
(S9), pripravljena iz jeter samcev podgane Sprague Dawley, induciranih z 
Aroclor 1254 (Trinova Biochem, Nemčija) 
- MgCl2 × 6H2O (Merck, Nemčija) 
- UDPGA (UDP-glukuronska kislina v obliki amonijeve soli; Sigma-Aldrich, 
ZDA) 
- NADPH (β-nikotinamid adenin dinukleotid fosfat v obliki reducirane 
tetra(cikloheksilamonijeve) soli; Sigma-Aldrich, ZDA) 
- PAPS (adenozin-3'-fosfat-5'-fosfosulfat v obliki litijeve soli, hidrata; Sigma-
Aldrich, ZDA) 
· reagenti za pripravo gojišča: 
- MEM (Eagle's minimum essential medium) brez fenol rdečega (Gibco, 
ZDA) 
- Fetalni goveji serum: CS-FBS (Charcoal stripped fetal bovine serum) 
(Gibco, ZDA) 
- L-glutamin (Omega, ZDA) 
- kanamicin (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
· ostali reagenti: 
- dimetil sulfoksid (DMSO) (≥ 99,9 %, Merck, ZDA) 
- lizirni pufer CCLR (Promega, ZDA) 
- luciferazni reagent ONE-Glo Luciferase Assay System (Promega, ZDA) 
- PBS (fosfatni pufer) (Gibco, ZDA) 
- resazurin – v obliki natrijeve soli (Sigma- Aldrich, ZDA) 
- tripan modro (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
- tripsin brez fenol rdečega (Gibco, ZDA) 
3.1.3. Laboratorijske aparature, oprema in pripomočki 
· analitska tehtnica AG245 (Mettler Toledo, ZDA) 
· aseptična komora z laminarnim pretokom zraka (Iskra PIO, Šentjernej, Slovenija) 
· aspirator Vacuboy (IntegrΛ, Švica) 
· avtoklav A-21 (Kambič, Semič, Slovenija) 
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· avtoklav Laboklav 25 (SHP Steriltechnik AG, Nemčija) 
· avtomatska multikanalna pipeta e300, 10–300 µL (Biohit, Helsinki, Finska) 
· bele mikrotitrske ploščice s 96 vdolbinicami Nuncln Delta Surface (Termo Fischer 
Scientific, Danska) 
· celični inkubator MCO–18AIC (Sanyo, Osaka, Japonska) 
· centrifuga Centric 322A (Tehtnica, Železniki, Slovenija) 
· centrifugirke 15 in 50 mL (VWR, ZDA) 
· čitalec mikrotitrskih ploščic Synergy H4 Hybrid Reader (BioTek Instruments, 
Vermont, ZDA) 
· gojitvene posode s površino 75 cm2 (T-75 gojitvene posode) (VWR, ZDA) 
· hemocitometer (Brand, Wertheim, Nemčija) 
· hladilnik (4 °C) in zamrzovalnik (-20 °C) (Gorenje, Velenje, Slovenija) 
· invertni svetlobni mikroskop Olympus CKX41 (Olympus, Tokyo, Japonska) 
· krioviale (TPP, Trasadingen, Švica) 
· mikrocentrifugirke (epice) 1,5 mL (Brand, Wertheim, Nemčija) 
· nastavki za pipete (Biohit, Helsinki, Finska) 
· pipetor Pipetboy (Integra, Švica) 
· polavtomatska pipeta 0,1–2,5 µL (Eppendorf, Hamburg, Nemčija) 
· polavtomatska pipeta 0,5–10 µL (Brand, Wertheim, Nemčija) 
· polavtomatska pipeta 10–100 µL (Biohit, Helsinki, Finska) 
· polavtomatska pipeta 100–1000 µL (Biohit, Helsinki, Finska) 
· serološke pipete za enkratno uporabo 5, 10 in 50 mL (TPP, Trasadingen, Švica) 
· steklene pipete za aspirator, Pasteur (Brand, Wertheim, Nemčija) 
· vibracijski mešalnik, Vibromix 10 (Tehtnica, Železniki, Slovenija) 
· zamrzovalna omara (-80 °C) (Sanyo, Osaka, Japonska) 
3.1.4. Programska oprema 
· program Gen 5 (BioTek Instruments, Vermont, ZDA) 
· program GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, Kalifornija, ZDA) 
· program Microsoft Excel 2019 (Microsoft, Washington, ZDA) 
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3.2. METODE 
3.2.1. Priprava raztopin 
Priprava gojišča 
Gojišče je bilo sestavljeno iz: 
- 500 mL MEM (brez fenol rdečega), 
- 50 mL CS-FBS, 
- 5 mL L-glutamina, 
- 3 mL kanamicina. 
Pripravili smo ga tako, da smo v originalno embalažo gojišča MEM dodali ostale 
komponente in s stresanjem vsebino dobro zmešali. Gojišče je bilo v tekočem agregatnem 
stanju. Embalažo smo odpirali le v komori z laminarnim pretokom zraka (LAF komori), da 
smo zmanjšali možnost kontaminacije. Hranili smo ga v hladilniku pri temperaturi 4 °C in 
ga pred uporabo v vodni kopeli segreli na približno 37 °C. Isto gojišče smo uporabljali 
tako za gojenje celic, kot tudi za redčenje reagentov in izvajanje testov. 
Priprava raztopin kontrolnih spojin 
Pred pričetkom dela smo s kontrolnimi spojinami E2, 17α-estradiol, 17α-metiltestosteron 
in kortikosteron potrdili pravilno delovanje celične linije. Vsako izmed kontrolnih spojin 
smo testirali v 6 različnih koncentracijah, pri čemer smo koncentracijsko območje 
testiranja izbrali glede na OECD priporočila (34). V preglednici III so navedene 
koncentracije, pri katerih smo testirali kontrolne spojine. 
Preglednica III: Koncentracije kontrolnih spojin, ki so bile uporabljene pri testu validacije 
celične linije. 
E2 10 nM, 1 nM, 100 pM, 10 pM, 1 pM, 0,1 pM 
17α-estradiol 1 µM, 100 nM, 10 nM, 1 nM, 100 pM, 10 pM 
17α-metiltestosteron 10 µM, 1 µM, 100 nM, 10 nM, 1 nM, 100 pM 
kortikosteron 100 µM, 10 µM, 1 µM, 100 nM, 10 nM, 1 nM 
Pri pripravi raztopin kontrolnih spojin smo izhajali iz že predhodno pripravljenih 
zamrznjenih raztopin omenjenih spojin v DMSO-ju, ki so bile po koncentraciji tisočkrat 
višje od najvišje želene testirane koncentracije za posamezno spojino. Odpipetirali smo 1,5 
µL izhodne spojine v 500 mL gojišča in s tem dobili raztopino, ki je bila trikrat višje 
koncentracije kot najvišja želena testirana koncentracija za posamezno spojino in ki je 
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vsebovala 0,3 % DMSO-ja. Izbran volumen dobljene raztopine smo nato redčili z 0,3 % 
DMSO-jem, da smo dobili trikrat višjo koncentracijo raztopine, kot je bila drugo najvišja 
želena testirana koncentracija za posamezno spojino. Na enak način smo pripravili še 
nadaljnje 4 raztopine. S tem ko smo 50 µL vsake  pripravljene raztopine dodali na ploščico 
k 100 µL celične suspenzije, smo raztopine zadnjič redčili in dosegli želene koncentracije 
spojin. Končna koncentracija DMSO-ja v celičnih suspenzijah je znašala 0,1 % (v/v), kar 
je bila dovolj nizka koncentracija, da DMSO ni izkazoval citotoksičnosti.  
Priprava raztopin bisfenolov za testiranje posamično ali v kombinacijah 
Vse posamične bisfenole in njihove dvokomponentne mešanice smo testirali pri naslednjih 
koncentracijah: 25 µM, 10 µM, 5 µM, 1 µM, 0,1 µM in 0,01 µM. Izjemi sta bila bisfenola 
C in Z, pri katerima smo dodatno testirali še koncentraciji 2,5 µM in 0,5 µM. Mešanico 
vseh bisfenolov smo testirali pri koncentracijah 25 µM, 12,5 µM, 10 µM, 5 µM, 2,5 µM, 1 
µM, 0,5 µM, 0,25 µM, 0,1 µM, 0,075 µM, 0,05 µM in 0,01 µM. 
Priprava raztopin bisfenolov je potekala na podoben način kot priprava raztopin kontrolnih 
spojin. Pri bisfenolih smo izhodne raztopine v DMSO-ju morali še pripraviti, zato smo 
najprej natehtali od 2 do 3 grame bisfenola in dodali ustrezno količino DMSO-ja, da smo 
pripravili 50 mM raztopine. Te smo hranili v zamrzovalni skrinji na -20 °C ter jih ob vsaki 
uporabi odmrznili in po koncu spet zamrznili. Pri pripravi raztopin posameznih bisfenolov 
smo najprej 1,5 µL 50 mM izhodne raztopine bisfenola odpipetirali v 1 mL gojišča, da smo 
dobili raztopino s koncentracijo 75 µM (25 µM raztopino po dodatku na ploščico). Vse 
nadaljnje redčitve smo pripravili tako, da smo odpipetirali želeno količino predhodno 
pripravljene raztopine bisfenola in jo ustrezno redčili z 0,3 % DMSO-jem. Kjer smo 
testirali kombinacije bisfenolov, je bil postopek priprave raztopin enak, le da smo v prvem 
koraku priprave k 1 mL gojišča dodali po 1,5 µL 50mM raztopine vsakega od testiranih 
bisfenolov. 
Priprava raztopin, uporabljenih pri testih metabolizma 
Raztopine E2, BPA, BPAF in BPS za test metabolizma smo pripravili po zgoraj opisanih 
postopkih. V preglednici IV so navedene koncentracije spojin, pri katerih smo določali 
učinke metabolizma.  
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Preglednica IV: Koncentracije E2 in bisfenolov, ki so bile uporabljene pri testu 
metabolizma. 
E2 10 nM, 1 nM, 100 pM, 10 pM, 1 pM, 0,1 pM 
BPA 25 µM, 10 µM, 5 µM, 2,5 µM, 1 µM, 0,5 µM, 0,1 µM, 0,01 µM 
BPAF 10 µM, 5 µM, 2,5 µM, 1 µM, 0,5 µM, 0,25 µM, 0,1 µM, 0,01 µM 
BPS 25 µM, 10 µM, 7,5 µM, 5 µM, 2,5 µM, 1 µM, 0,1 µM 
Poleg raztopin vzorcev smo za testiranje metabolizma potrebovali pripraviti še 3 dodatne 
raztopine, ki smo jih izdelali na naslednji način: 
· raztopina za kontrolo dodatka 0,1 % S9 encimske frakcije: v 990 µL PBS smo 
dodali 10 µL S9 encimske frakcije, 
· raztopina za testiranje 1. faze metabolizma: v 790 µL PBS smo dodali 10 µL S9 
encimske frakcije, 100 µL 500 mM MgCl2 in 100 µL 20 mM NADPH, 
· raztopina za testiranje 2. faze metabolizma: v 750 µL PBS smo dodali 10 µL S9 
encimske frakcije, 100 µL 500 mM MgCl2, 100 µL 50 mM UDPGA in 40 µL 0,5 
mM PAPS. 
Priprava pozitivne kontrole in kontrole topila 
Kot pozitivno kontrolo smo na mikrotitrske ploščice dodali 50 µL 3nM E2, ki smo ga 
pripravili tako, da smo 1,5 µL 1 µM izhodne raztopine E2 v DMSO-ju dodali k 500 µL 
gojišča. Izhodno 1 µM raztopino E2 v DMSO-ju smo hranili v skrinji na -20 °C. 
Kot kontrolo topila smo na ploščice nanesli 50 µL 0,3 % raztopine DMSO. Pripravili smo 
jo tako, da smo 30 µL DMSO-ja dodali v 10 mL gojišča. Isto raztopino smo uporabljali 
tudi za zgoraj opisano redčenje raztopin vzorcev.  
3.2.2. Metode dela v celičnem laboratoriju 
Celična linija hERα-HeLa-9903 
Eksperiment smo izvedli po OECD smernicah testa 455 za testiranje agonistov in 
antagonistov estrogenskega receptorja (34). Uporabili smo celično linijo hERα-HeLa-9903 
iz japonske celične banke JCRB: Japanese Collection of Research Bioresources. hERα-
HeLa-9903 celice so humane epitelijske celice raka materničnega vratu, ki imajo s stabilno 
transfekcijo vstavljena gena za hERα in encim kresničkino luciferazo. Celice hERα-HeLa-
9903 odražata adherentnost in hitra rast. Ob rasti v ustreznih pogojih dajejo zagotovljeno 
kakovostne rezultate do dosega 40 pasaž (34). 
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Osnove dela s celicami 
Z izjemo izvajanja lize celic, pri čemer sterilni pogoji niso potrebni, je delo s celicami 
potekalo v komori z laminarnim pretokom zraka - LAF komori. Da je bila zagotovljena 
sterilnost okolja, smo pred pričetkom dela za približno 20 minut v komori prižgali UV 
lučko in nato vse površine prebrisali s 70 % etanolom. Karkoli smo polagali v komoro, 
smo prav tako predhodno prebrisali s 70 % etanolom. Pred začetkom dela smo si vedno 
nadeli rokavice, jih razkužili s 70 % etanolom in jih ponovno razkužili pred vsakim 
odpiranjem inkubatorja ali uporabo LAF komore. Po končanem delu smo celotno komoro 
ponovno prebrisali s 70 % etanolom. Pazili smo, da so bili vsebniki s celicami čim krajši 
čas izven inkubatorja, da so bile celice izpostavljene čim manjšemu stresu. 
Odmrzovanje celic  
Pred pričetkom raziskovalnega dela so bile celice shranjene v zamrzovalni skrinji pri -80°C 
v obliki suspenzije v gojišču z 10 % DMSO-ja, ki je služil kot krioprotektant. Vialo smo 
vzeli iz skrinje in njeno vsebino (1 mL celične suspenzije) odtajali v vodni kopeli s 
temperaturo približno 37 °C. Takoj ko je vsebina postala tekoča, smo vsebino viale 
prenesli v centrifugirko, v katero smo pred tem že pripravili 9 ml gojišča. Celoten postopek 
smo stremeli opraviti v čim krajšem času, da so bile celice čim manj časa v 10 % raztopini 
DMSO-ja, saj ta pri sobni temperaturi deluje citotoksično. Celično suspenzijo smo nato 
centrifugirali, odstranili supernatant ter celični sediment redispergirali v 10 mL svežega 
gojišča. Vsebino centrifugirke smo prenesli v T-75 sterilno gojitveno posodo (posoda za 
gojenje celic T-oblike in površine 75 cm2) in jo postavili v inkubator.  
Gojenje celic  
Celice so rasle v inkubatorju pri 37 °C in 5 % CO2. Zaradi hitre rasti hERα-HeLa-9903 
celic smo jih presajali na 3 do 4 dni, pri čemer smo v T-75 gojitveno posodo prenesli med 
0,7 × 106 in 0,8 × 106 celic. Gojišče smo zamenjali naslednji dan po presaditvi ter nato 
vsak drugi dan. Zamenjali smo ga tako, da smo ga z aspiratorjem posrkali iz kota gojitvene 
posode in nato s pipetorjem ponovno v kot dodali 10 mL svežega gojišča, predhodno 
segretega na 37 °C. 
Presajanje celic 
Pred začetkom presajanja celic smo gojišče in fosfatni pufer (PBS) segreli na vodni kopeli 
na približno 37 °C ter tripsin segreli na sobno temperaturo. Celice smo pregledali pod 
mikroskopom, da smo določili njihovo približno konfluentnost in delež odmrlih celic. Nato 
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smo z aspiratorjem iz kota gojitvene posode odstranili gojišče ter dodali in nato zopet 
odstranili 5 mL PBS, s čimer smo sprali ostanke gojišča. Tudi PBS smo dodali in ostranili 
iz kota gojitvene posode, da mehanska sila curka tekočine ni povzročila odlepljenja naših 
celic. Za tem smo v gojitveno posodo dodali 2,5 mL tripsina in celice za 4 minute postavili 
v inkubator. Tripsin je encim, ki se uporablja za odlepljanje celic s površine gojitvene 
posode. Po 4 minutah inkubacije smo celice postavili pod mikroskop in z rahlim 
horizontalnim stresanjem posode preverili, da so se celice odlepile. V posodo s celicami 
smo nato dodali 7,5 mL gojišča, ki smo ga dodajali tako, da smo s curkom tekočine spirali 
ploskev posode. S tem smo še mehansko pripomogli k odlepljenju celic. Dobljeno celično 
suspenzijo smo s pipetorjem in serološko pipeto prenesli v 10 mL centrifugirko, jo zaprli in 
centrifugirali 4 minute na 1000 obratih na minuto. Po centrifugiranju je bila večina celic 
posedenih na dno centrifugirke, tako da smo z aspiratorjem lahko odstranili supernatant. 
Celični usedlini smo nato s pipeto dodali 1 mL gojišča in dobro premešali, da smo razbili 
skupke celic. Za tem smo glede na ocenjeno število celic dodali še 4 mL ali 9 mL gojišča 
in s tem pripravili končno celično suspenzijo, ki je bila pripravljena za štetje celic in 
nasajanje na mikrotitrsko ploščico ali v novo gojitveno posodo. 
Štetje celic 
Za štetje celic smo v epico pripravili 40 µL celične suspenzije in dodali 40 µL tripan 
modrega. Vsebino smo dobro premešali na stresalniku in nato 10 µL suspenzije s pipeto 
prenesli na hemocitometer s štirimi kvadranti.  
 
Slika 6: Hemocitometer s štirimi kvadranti. Za lažje štetje celic je bil posamezen kvadrant 
razdeljen na 16 manjših kvadratov. 
Prešteli smo število celic v vsakem kvadrantu posebej. V primeru da so se števila med 
seboj razlikovala za faktor 3 ali več, smo štetje ponovili na novih 10 µL suspenzije za 
štetje celic. Nato smo izračunali povprečno število celic v kvadrantu in dobljeno vrednost 
najprej množili z 2, kar je predstavljalo faktor redčitve s tripan modrim (Rt), ter nato še z 
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104, kar je bil volumen našega hemocitometra (Vh). Dobljen rezultat nam je povedal število 
celic v 1 mL naše celične suspenzije (enačba 4). Da smo dobili celotno število vseh celic v 
suspenziji, smo morali vrednost pomnožiti še z volumnom izhodne celične suspenzije.  
Enačba 4: Izračun koncentracije celic v celični suspenziji 
[š𝑡. 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐 𝑚𝐿⁄ ] =
𝐴 + 𝐵 + 𝐶 + 𝐷
4
× R𝑡 × 𝑉ℎ 
A, B, C, D … št. preštetih celic v posameznem kvadrantu 
Rt … faktor redčitve s tripan modrim 
Vh … volumen hemocitometra 
Nasajanje celic 
Pripravili smo si novo sterilno gojitveno posodo in eno ali več belih mikrotitrskih ploščic s 
96 vdolbinicami, tako da smo jih označili z datumom, številko pasaže in imenom celične 
linije. Nato je najprej sledil izračun volumna celične suspenzije, potrebne za presaditev v 
novo gojitveno posodo. V gojitveno posodo smo vsakič nasadili med 0,7 in 0,9 milijonov 
celic. Izračunan volumen celične suspenzije smo dodali k toliko gojišča, da je bil skupni 
volumen 10 mL in nastalo suspenzijo s serološko pipeto prenesli v gojitveno posodo. 
Preden smo gojitveno posodo postavili v inkubator, smo celice preverili še pod svetlobnim 
mikroskopom. Sledil je izračun volumna celične suspenzije, potrebne za nasaditev na 
mikrotitrske ploščice. Izračunan volumen celične suspenzije smo ustrezno razredčili z 
gojiščem, da smo dosegli koncentracijo celic na mikrotitrskih ploščicah med 1 × 105 in 2 × 
105 celic/ml. Pri nanašanju pripravljene suspenzije na ploščico smo si pomagali s sterilno 
posodico in multikanalno pipeto. V vsako luknjico na mikrotitrski ploščici s 96 
vdolbinicami smo prenesli 100 µL celične suspenzije, le tri luknjice smo izpustili. Vanje 
smo vnesli enak volumen gojišča, ki je nato pri testiranju služil kot slepi vzorec. 
Dodajanje spojin na mikrotitrsko ploščico 
Z dodajanjem spojin smo pričeli 3 ure po tem, ko smo ploščice nasadili. Pred pričetkom 
dodajanja spojin smo si pripravili načrt, v katere vdolbinice na ploščici bomo kaj dodali. 
Na podlagi tega smo nato pripravili ustrezne raztopine testiranih spojin in kontrol (priprava 
raztopin je opisana v poglavju 3.2.1. Priprava raztopin). K 100 µL nasajenih celic smo 
dodali 50 µL izbrane raztopine vzorca ali kontrole. Kjer smo testirali vpliv metabolizma, 
smo v vdolbinico dodali še 15 µL ustrezne raztopine za kontrolo metabolizma (raztopino 
za kontrolo dodatka 0,1 % S9 encimske frakcije, raztopino za testiranje 1. faze 
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metabolizma ali raztopino za testiranje 2. faze metabolizma). Vse raztopine smo pred 
nanosom na ploščico dobro premešali. Za preverjanje pravilnosti rezultatov smo na vsako 
mikrotitrsko ploščico nanesli pozitivno kontrolo (PC), kontrolo topila (VC) in slep vzorec. 
Kot pozitivno kontrolo smo uporabljali raztopino 1nM E2, kot kontrolo topila 0,1 % 
raztopino DMSO-ja v gojišču in kot slepi vzorec le gojišče. Upoštevali smo vpliv robnega 
efekta, zato vzorcev in kontrol nismo nanašali v luknjice na robovih mikrotitrske ploščice. 
Da smo zagotovili ponovljivost rezultatov, smo vsako kontrolo ali vzorec na ploščico 
nanesli v treh paralelah. To pomeni, da smo vsako testirano koncentracijo spojine nanesli v 
tri vdolbinice na isti mikrotitrski ploščici. Prav tako smo za zagotavljanje večje 
ponovljivosti v večini primerov izvedli 2 biološki ponovitvi vsakega vzorca, kar pomeni da 
smo vsako testiranje ponovili 2-krat (na dva različna dneva). Po dodatku spojin smo 
mikrotitrske ploščice za 24 ur postavili v inkubator in nato izvedli luciferazni test. V 
primeru da smo se odločili testirati tudi citotoksičnost, smo po 22 urah inkubacije v vsako 
vdolbinico dodali še 10 µL 400 µM raztopine resazurina. 
3.2.3. Določanje citotoksičnosti z resazurinom 
Morebitno citotoksičnost testiranih spojin smo preverjali s testom citotoksičnosti z 
resazurinom. Resazurin je modro obarvana spojina, ki se v živih celicah metabolizira v 
rožnato obarvan resorufin, ki fluorescira pri 590 nm (slika 7). Ker v mrtvih celicah 
metabolična reakcija ne poteče, je izmerjena intenziteta fluorescence neposredno 
sorazmerna številu živih celic. Tako resazurin kot tudi resorufin prehajata celično 
membrano, zato za merjenje fluorescence nastalega resorufina liza celic ni potrebna. To 
nam omogoča, da lahko na istih celicah opravimo več različnih testov (39,40). Pri 
ocenjevanju citotoksičnosti smo se ravnali po kriteriju, ki določa, da je spojina pri dani 
koncentraciji citotoksična, kadar je celična viabilnost manjša od 80 %. 
 
Slika 7: Redukcija resazurina v resorufin. 
Za izvedbo testa smo uporabljali resazurin v obliki natrijeve soli. Pripravili smo njegovo 
400 µM raztopino v PBS, jo razdelili v epice in jih hranili v zamrzovalni skrinji pri -20 °C. 
Ker je resazurin občutljiv na svetlobo, smo epice z resazurinom zavijali v aluminijasto 
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folijo, ob dodajanju na mikrotitrsko ploščico pa izklopili luči. Resazurin smo na 
mikrotitrsko ploščico dodali 22 ur po dodatku testiranih spojin. V vsako vdolbinico smo 
dodali 10 µL 400 µM raztopine in na koncu mikrotitrske ploščice pokrili z aluminijasto 
folijo, da smo jih zaščitili pred svetlobo. Po 2 urah inkubacije pri 37 °C in 5 % CO2 smo s 
čitalcem mikrotitrskih ploščic pomerili fluorescenco pri 590 nm. Dobljene podatke smo 
normalizirali glede na viabilnost celic, ki so bile izpostavljene le 0,1 % raztopini DMSO-ja 
v gojišču (kontrola topila). Izmerjeni fluorescenci tako testiranih spojin kot tudi kontrole 
topila smo predhodno odšteli fluorescenco slepega vzorca. Rezultati so predstavljali delež 
preživetja celic ob izpostavljenosti dani koncentraciji preiskovane spojine. 
3.2.4. Luciferazni test 
Za merjenje aktivnosti izbranih spojin na hERα smo uporabili luciferazni test. Luciferaze 
so oksidativni encimi, ki jih najdemo v različnih vrstah organizmov sposobnih 
bioluminiscence. Najbolj znan encim te skupine je kresničkina luciferaza, ki omogoča 
kresničkam tvorbo svetlobe. Gen za kresničkino luciferazo je poleg gena za hERα s 
stabilno transfekcijo vstavljen tudi v celice hERα-HeLa-9903, na katerih smo testirali 
spojine. V primeru da je bila testirana spojina estrogenski agonist, se je vezala na hERα v 
celici in tvoril se je kompleks receptor-ligand. Nastali kompleks se nato v jedru celice veže 
na specifičen odzivni element DNK in s tem povzroči transaktivacijo receptorskega gena 
za kresničkino luciferazo. To se odraža v višji koncentraciji tega encima znotraj celice. 
Kresničkina luciferaza nato pretvarja substrat luciferin v  luminiscenčni produkt 
oksiluciferin (slika 8), katerega luminiscenco kvantitativno merimo s spektrofotometrom 
(34,41,42). 
 
Slika 8: Reakcijska shema pretvorbe luciferina v oksiluciferin z encimom kresničkino 
luciferazo.  
Eno uro pred koncem 24-urne inkubacije celic smo iz skrinje vzeli lizirni pufer CCLR in 
luciferazni reagent ONE-Glo. Poskrbeli smo, da je bil luciferazni reagent ves čas zaščiten 
pred svetlobo, saj je na svetlobi slabo stabilen. Po 24 urah inkubacije celic s testiranimi 
spojinami smo začeli z lizo celic. Izvajali smo jo izven LAF komore, saj sterilnost od tega 
koraka dalje ni bila več potrebna. Najprej smo iz vseh luknjic z aspiratorjem posrkali 
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gojišče. Srkali smo iz kota vdolbinice, da ob tem nismo posrkali celic. Nato smo v vsako 
luknjico dodali 100 µL PBS in tekočino ponovno posrkali. S tem smo sprali ostanke 
gojišča. Pazili smo, da smo iz vdolbinic posrkali prav vso tekočino, saj bi ostanki le-te 
lahko motili meritve. Nazadnje smo v vsako vdolbinico dodali 25 µL lizirnega pufra in 
počakali 5 minut. S tem je bila liza celic končana in sledil je nanos luciferina. Luciferazni 
reagent smo prelili v kadičko in ga z multikanalno pipeto dodali v vsako vdolbinico 25 µL. 
Kadičko in mikrotitrske ploščice smo sproti pokrivali z aluminijasto folijo, da smo jih 
zaščitili pred svetlobo. Meritve luminiscence smo opravili s čitalcem mikrotitrskih ploščic 
in sicer v čim krajšem času po nanosu luciferaznega reagenta, saj se jakost odziva reagenta 
s časom hitro manjša. 
3.2.5. Statistična analiza 
Normalizacija rezultatov merjenja glede na pozitivno kontrolo (1nM E2) 
Da smo rezultate, ki smo jih dobili z merjenjem luminiscence testnih spojin (R), med seboj 
lahko primerjali, smo jih najprej morali normalizirati glede na pozitivno kontrolo. Izračun 
rezultatov normaliziranih glede na pozitivno kontrolo (nRPC) je prikazan z enačbo 5. Kot 
pozitivno kontrolo smo v izračunu upoštevali povprečno vrednost 3 paralel meritev 
luminiscence 1nM E2 (PC̅̅ ̅̅ ). Tako od meritev luminiscence testnih spojin kot tudi od 
povprečja meritev luminiscence 1nM E2 smo odšteli povprečno vrednost 3 paralel meritev 
luminiscence slepega vzorca (SV̅̅ ̅̅ ). Nazadnje smo izračunali še povprečje normaliziranih 
rezultatov treh paralel meritev luminiscence testnih spojin.  
nR𝑃𝐶 =
𝑅 − 𝑆𝑉̅̅̅̅
𝑃𝐶̅̅ ̅̅ − 𝑆𝑉̅̅̅̅
 
 
Enačba 5: Normalizacija meritev glede na 
pozitivno kontrolo. 
 
Izračun PC10 in PC50 vrednosti 
Za izračun PC10 in PC50 vrednosti smo rezultate, ki smo jih dobili z merjenjem 
luminiscence testnih spojin (povprečno vrednost treh paralel, R̅), najprej normalizirali 
glede na kontrolo topila (VC) – 0,1 % raztopino DMSO. Pri izračunu smo upoštevali 
povprečno vrednost 3 paralel meritev luminiscence vdolbinic z 0,1 % raztopino DMSO 
(VC̅̅ ̅̅ ). Izračun rezultatov normaliziranih glede na kontrolo topila (nRVC) je prikazan z 
enačbo 6. 
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nR𝑉𝐶 =
?̅?
𝑉𝐶̅̅ ̅̅
 
Enačba 6: Normalizacija meritev glede na 
kontrolo topila. 
Nato smo izračunali vrednosti 10 % oziroma 50 % odziva E2 po enačbah 7 in 8: 
𝐸2(10%) = (
𝑃𝐶̅̅̅̅
𝑉𝐶̅̅ ̅̅
− 1) × 0,1 + 1 Enačba 7: Izračun vrednosti 10 % odziva E2. 
𝐸2(50%) = (
𝑃𝐶̅̅̅̅
𝑉𝐶̅̅ ̅̅
− 1) × 0,5 + 1 Enačba 8: Izračun vrednosti 50 % odziva E2. 
Za vsako testirano spojino smo določili, pri katerima koncentracijama je nRVC predstavljal 
največjo vrednost manjšo od E2(10%) ter najmanjšo vrednost večjo od E2(10%). Med 
izbranima točkama smo potegnili premico ter ji določili k (smerni koeficient) in n (začetno 
vrednost). Po enakem principu smo postopek ponovili za E2(50%). Z dobljenimi podatki 
smo lahko izračunali PC10 in PC50 vrednosti po enačbah 9 in 10. 
𝑃𝐶10 = 10
𝐸2(10%)−𝑛
𝑘  Enačba 9: Izračun PC10 vrednosti. 
𝑃𝐶50 =  10
𝐸2(50%)−𝑛
𝑘  Enačba 10: Izračun PC50 vrednosti. 
 
Izračun aditivnega modela (CA modela) 
Za izračun aditivnega modela smo najprej s programom GraphPad Prism 8 s funkcijo Find 
ECanything testiranim spojinam določili vrednosti EC10, EC20, EC25, EC50, EC75 in EC95. 
Za nadaljnji izračun smo uporabljali enačbo 1, podrobneje opisano v podpoglavju 1.6.1. 
Aditivni model (CA model). 
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
Vse preizkuse smo izvedli na celični liniji hERα-HeLa-9903 in ravnali v skladu z OECD 
priporočili. Estrogeno aktivnost na ERα smo določali z luciferaznim testom, pri čemer smo 
dobljene rezultate za namen večje medsebojne primerljivosti normalizirali glede na 
pozitivno kontrolo 1nM E2. Za vsako testirano spojino ali mešanico spojin smo ugotavljali 
tudi morebitno citotoksičnost s pomočjo testa z resazurinom. V tem primeru so rezultati 
podani kot deleži preživetja celic, pri čemer smo kot merilo za 100 % delež preživetja 
upoštevali viabilnost celic, določeno kontroli topila. Vse izračune smo naredili s 
programom MS Excel, s katerim smo izrisali tudi grafične prikaze citotoksičnosti. Grafe za 
prikaz estrogene aktivnosti spojin smo naredili s programom Graph Pad Prism 8. 
 
4.1. PREVERJANJE KRITERIJEV ZA SPREJEMLJIVOST CELIČNE 
LINIJE 
OECD smernice predpisujejo, da se pred pričetkom izvajanja raziskav potrdi pravilno 
delovanje celične linije s testiranjem močnega estrogena (17β-estradiol), šibkega estrogena 
(17α-estradiol), zelo šibkega estrogenskega agonista (17α-metiltestosteron) in 
estrogenskega antagonista (kortikosteron). Vsako spojino smo testirali v 6 različnih 
koncentracijah in iz dobljenih vrednosti izračunali logPC50, logPC10, logEC50 in Hillov 
koeficient, ki opisuje naklon krivulje (Hill slope). OECD zahteve in dobljeni rezultati so 
predstavljeni v preglednici V. Vsi rezultati so ustrezali zahtevam. S tem smo potrdili, da so 
celice primerne za testiranje. 
Preglednica V: Imena kontrolnih spojin, njihova predpisana koncentracijska območja 
testiranja, OECD zahteve in naši rezultati. 
Ime spojine Koncentracijsko 
območje 
testiranja 
Zahteve 
logPC50 
logPC10 
logEC50 
Hillov 
koeficient 
Rezultati 
logPC50 
logPC10 
logEC50 
Hillov 
koeficient 
Ustreznost 
 
17β-estradiol 0,1 pM – 10 nM -11,4 do -10,1 
˂ -11 
-11,3 do -10,1 
0,7 do 1,5 
-10,8 
-11,7 
-10,7 
1,1 
da 
da 
da 
da 
17α-estradiol 10 pM – 1 µM -9,6 do -8,1 -8,6 da 
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-10,7 do -9,3 
-9,6 do -8,4 
0,9 do 2,0 
-9,6 
-8,5 
1,0 
da 
da 
da 
17α-
metiltestosteron 
100 pM – 10 µM -6,0 do -5,1 
-8,0 do 6,2 
- 
- 
-5,4 
-6,9 
- 
- 
da 
da 
da 
da 
kortikosteron 1 nM – 100 µM - 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
da 
da 
da 
da 
Poleg začetne splošne potrditve kriterijev za sprejemljivost, smo pravilnost rezultatov 
preverjali tudi ob vsakem posameznem testiranju posebej. Rezultati so veljali za 
sprejemljive, kadar je bila na isti ploščici izmerjena vrednost luminiscence pozitivne 
kontrole (1nM E2) vsaj 4-krat višja od izmerjene vrednosti luminiscence kontrole topila 
(0,1 % DMSO). V nasprotnem primeru smo rezultate zavrgli.  
 
4.2. CITOTOKSIČNOST 
Poznavanje citotoksičnosti spojin ima pri testih vrednotenja estrogene aktivnosti velik 
pomen, saj citotoksične spojine pri testu lahko dajejo lažno negativne rezultate. Spojina se 
pri dani koncentraciji šteje za citotoksično, kadar je delež preživetja celic manjši od 80 %. 
Pri računanju deleža preživetja celic smo meritve citotoksičnosti normalizirali na kontrolo 
topila (0,1 % DMSO). Celoten potek testa citotoksičnosti je opisan v poglavju 3.2.3. 
Določanje citotoksičnosti z resazurinom, priprava raztopin testiranih spojin pa v poglavju 
3.2.1. Priprava raztopin. Citotoksičnost smo preverili za vsako opazovano koncentracijo 
posameznih bisfenolov, testiranih mešanic bisfenolov in spojin v testih 2. faze 
metabolizma. Na slikah 9, 10 in 11 so zbrani grafični prikazi, ki prikazujejo citotoksičnost 
spojin pri danih koncentracijah.  
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Slika 9: Delež preživetja celic hERα-HeLa-9903 po 24-urni izpostavljenosti navedenim 
koncentracijam posameznih bisfenolov. Črna vodoravna črta na grafu označuje kriterij 
citotoksičnosti.  
   
0
20
40
60
80
100
120
140
2
5
1
051
0
,1
0
,0
1
D
el
ež
 p
re
ži
ve
tj
a 
ce
lic
 [
%
]
Koncentracija [µM]
BPA
0
50
100
150
2
5
1
051
0
,1
0
,0
1
D
el
ež
 p
re
ži
ve
tj
a 
ce
lic
 [
%
]
Koncentracija [µM]
BPAF
0
20
40
60
80
100
120
140
2
5
1
051
0
,1
0
,0
1
D
el
ež
 p
re
ži
ve
tj
a 
ce
lic
 [
%
]
Koncentracija [µM]
BPC
0
20
40
60
80
100
120
140
2
5
1
051
0
,1
0
,0
1
D
el
ež
 p
re
ži
ve
tj
a 
ce
lic
 [
%
]
Koncentracija [µM]
BPF
0
50
100
150
2
5
1
051
0
,1
0
,0
1
D
el
ež
 p
re
ži
ve
tj
a 
ce
lic
 [
%
]
Koncentracija [µM]
BPS
0
20
40
60
80
100
120
140
2
5
1
051
0
,1
0
,0
1
D
el
ež
 p
re
ži
ve
tj
a 
ce
lic
 [
%
]
Koncentracija [µM]
BPZ
0
20
40
60
80
100
120
140
2
5
1
051
0
,1
0
,0
1
D
el
ež
 p
re
ži
ve
tj
a 
ce
lic
 [
%
]
Koncentracija [µM]
BPA+BPAF
0
20
40
60
80
100
120
140
2
5
1
051
0
,1
0
,0
1
D
el
ež
 p
re
ži
ve
tj
a 
ce
lic
 [
%
]
Koncentracija [µM]
BPA+BPC
0
20
40
60
80
100
120
140
2
5
1
051
0
,1
0
,0
1
D
el
ež
 p
re
ži
ve
tj
a 
ce
lic
 [
%
]
Koncentracija [µM]
BPA+BPF
32 
   
Slika 10: Delež preživetja celic hERα-HeLa-9903 po 24-urni izpostavitvi navedenim 
koncentracijam mešanic bisfenolov. Graf VSI BP prikazuje rezultate za celice, ki so bile 
izpostavljene vsem šestim opazovanim bisfenolom (BPA, BPAF, BPC, BPF, BPS in BPZ) 
naenkrat. Črna vodoravna črta na grafu označuje kriterij citotoksičnosti. 
  
  
Slika 11: Delež preživetja celic hERα-HeLa-9903 po 24-urni izpostavitvi navedenim 
koncentracijam spojin v testih 2. faze metabolizma. Črna vodoravna črta na grafu označuje 
kriterij citotoksičnosti. 
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Izmed vseh opravljenih meritev se je za citotoksično izkazala le 25 µM koncentracija 
mešanice vseh šestih opazovanih bisfenolov (VSI BP), za katero je delež preživetja celic 
znašal 54 %. Rezultat te meritve smo zato iz analize podatkov o estrogeni aktivnosti 
izpustili. Pri vseh drugih meritvah se deleži preživetja celic niso spustili pod 80 %. 
Nasprotno smo pri veliko testiranih koncentracijah lahko opazili celo pospešeno rast celic 
in tako deleže preživetja celic višje od 100 %. Pri testih metabolizma smo test 
citotoksičnosti z resazurinom lahko izvedli le za preizkuse, kjer smo testirali vpliv 2. faze 
metabolizma. V preizkusih 1. faze metabolizma sta namreč v raztopini bila prisotna S9 
encimska frakcija in kofaktor NADPH, ki sta lahko izvedla reakcijo redukcije resazurina v 
resorufin neodvisno od prisotnosti živih celic in tako dala lažno pozitivne rezultate testa.  
 
4.3. DOLOČANJE UČINKA BISFENOLOV NA ESTROGENSKI 
RECEPTOR α 
Učinek bisfenolov na ERα smo vrednotili na podlagi izračunanih PC10, PC50 in EC50. PC10 
in PC50 vrednosti predstavljajo koncentracijo testne spojine, pri kateri smo izmerili 
aktivnost, ki je enaka 10 % oziroma 50 % aktivnosti, ki jo je izzvala pozitivna kontrola, v 
našem primeru 1 nM E2. Vrednost EC50 pomeni koncentracijo spojine, ki izzove 50 % 
maksimalnega učinka. Meritve estrogene aktivnosti smo pridobili s pomočjo luciferaznega 
testa, ki je opisan v poglavju 3.2.4. Luciferazni test. Dobljene rezultate smo nato 
normalizirali na pozitivno kontrolo za namen grafičnega prikaza rezultatov in na kontrolo 
topila za namen izračuna PC vrednosti. Podrobnosti o izračunih so predstavljene v 
poglavju 3.2.5. Statistična analiza. Jedro našega raziskovanja lahko v grobem razdelimo na 
tri dele. Začeli smo s testiranjem estrogene aktivnosti posameznih bisfenolov A, AF, C, F, 
S in Z. V drugem delu raziskovanja smo se posvetili preučevanju estrogenih učinkov 
bisfenola A, ko je bil ta prisoten v dvokomponentnih mešanicah z ostalimi bisfenoli ali ko 
so vsi bisfenoli delovali skupaj. Pri tem nas je predvsem zanimalo ali se pri bisfenolih 
prisotnih v kombinacijah izražajo aditivni, sinergistični ali antagonistični učinki. Nazadnje 
smo se dotaknili še področja metabolizma bisfenolov in preverili kaj se zgodi z estrogeno 
aktivnostjo bisfenolov A, AF in S, po tem ko ti prestanejo 1. ali 2. fazo metabolizma. 
4.3.1. Testiranje estrogene aktivnosti posameznih bisfenolov 
Posamezne bisfenole smo testirali v koncentracijskem območju med 0,01 µM in 25 µM. 
Priprava raztopin za testiranje je podrobno opisana v podpoglavju 3.2.1. Priprava raztopin. 
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Grafični prikazi dobljenih rezultatov so predstavljeni na slikah 12 in 13, izračunane PC10, 
PC50 in EC50 vrednosti so pa zbrane v preglednici VI. 
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Slika 12: Grafični prikaz primerjave estrogene aktivnosti E2, BPA, BPAF, BPC, BPZ, BPF 
in BPS. 
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Slika 13: Grafični prikazi estrogene aktivnosti posameznih bisfenolov. 
Preglednica VI: Primerjava PC10, PC50 in EC50 vrednosti testiranih bisfenolov in E2. 
Vrednosti PC10 in PC50 so podane s pripisom standardne deviacije, vrednosti EC50 pa z 
intervalom zaupanja. 
 PC10 [μM] PC50 [μM] EC50 [μM] 
E2 1,952 × 10-6 1,770 × 10-6 1,914 × 10-5 
BPA 0,119 ± 0,001 0,797 ± 0,254 1,159 [0,810-1,648] 
BPAF 0,037 ± 0,001 0,277 ± 0,034 0,220 [0,143-0,341] 
BPC 0,140 ± 0,010 0,752 ± 0,136 0,735 [0,485-1,098] 
BPF 0,318 ± 0,133 1,886 ± 0,119 3,857 [2,910-5,122] 
BPS 1,100 ± 0,028 4,908 ± 0,976 6,415 [4,599-9,015] 
BPZ 0,125 ± 0,004 0,475 ± 0,091 0,725 [0,660-1,166] 
Pri testiranju agonistov ERα na HeLa-9903 celični liniji velja po OECD 455 protokolu, da 
je spojina agonist ER, v kolikor njen maksimalen odziv presega 10 % odziva, ki ga 
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povzroči pozitivna kontrola – 1nM E2 (34). Po tem kriteriju so torej vsi bisfenoli, ki smo 
jih testirali agonisti receptorja ERα. 
Znatno najvišjo jakost delovanja na ERα je med testiranimi spojinami seveda imel E2 z 
EC50 vrednostjo 1,914 × 10-5 μM. Bisfenoli so kazali med 11000-krat (BPAF) in 335000-
krat (BPS) nižjo jakost delovanja, pri čemer je EC50 vrednost za najmočnejšega izmed 
testiranih bisfenolov - BPAF znašala 0,220 [CI = 0,143-0,341] μM, za najšibkejšega - BPS 
pa 6,415 [CI = 4,599-9,015] μM. Ugotovljena jakost delovanja bisfenolov pada po 
sledečem vrstnem redu: BPAF, BPZ, BPC, BPA, BPF, BPS. V primerjavi z BPA je BPAF 
kazal približno 5-krat višjo, BPC in BPZ približno 1,5-krat višjo, BPF približno 3-krat 
nižjo, BPS pa približno 5-krat nižjo jakost estrogenega delovanja. 
Do podobnih zaključkov so prišle tudi druge raziskovalne skupine v različnih in vitro in in 
vivo študijah. Lei B in sodelavci so bisfenole A, AF in C testirali na celični liniji MCF-7 in 
ocenili, da imajo bisfenoli med 5000-krat (BPAF) in 30000-krat (BPA) šibkejše estrogeno 
delovanje od E2. Ugotovili so, da estrogena aktivnost pada po vrstnem redu BPAF (EC50 = 
5,3) > BPC (EC50 = 21,8) > BPA (EC50 = 34,1) (43). Mu X in sodelavci so učinek 
bisfenolov A, AF, F in S preučevali na zarodkih rib zebric. Kot najmočnejši analog 
bisfenola A se je ponovno izkazal BPAF, jakost estrogenega delovanja ostalih bisfenolov 
pa je padala po vrstnem redu BPAF>BPA>BPF>BPS (44).  
Moč vezave na estrogenski receptor pogojuje več dejavnikov. Pri E2, ki je eden 
najmočnejših agonistov ER, je za delovanje najpomembnejša 3-OH fenolna skupina. Ta 
preko vodikove vezi tvori interakcije z molekulo vode ter Glu 353 in Arg 394 
aminokislinskimi ostanki v aktivnem mestu receptorja. Na aktivnost molekule E2 
pomembno vpliva tudi 17-OH skupina, ki je učinkovitejša v β orientaciji in je odgovorna 
za vezavo na His 524 aminokislinski ostanek. Rigiden lipofilen skelet molekule zagotavlja 
ustrezno razdaljo med obema hidroksilnima skupinama, prav tako pa je odgovoren za van 
der Waalsove interakcije s hidrofobnimi aminokislinskimi ostanki. Aromatski obroč v 
molekuli preko π-π interakcij skrbi za interakcije s Phe 404 aminokislinskim ostankom 
receptorja (slika 14) (30,45,46). 
Za estrogeno delovanje bisfenolov je ključna 4-OH fenolna skupina, ki se v aktivno mesto 
ER veže na podoben način kot 3-OH fenolna skupina E2 in tako kot E2 preko vodikove 
vezi tvori interakcije z molekulo vode ter Glu 353 in Arg 394 aminokislinskimi ostanki. 
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Veliko šibkejše estrogeno delovanje bisfenolov je delno posledica pomanjkanja 
strukturnega analoga estradiolove 17-β-OH skupine, saj brez tega bisfenoli večinoma ne 
tvorijo interakcij z Leu 525 in His 524 aminokislinskimi ostanki receptorja, kar zmanjša 
moč vezave (slika 14). Različne vezavne afinitete različnih bisfenolov so v večji meri 
posledica različnih substituentov na mostnem C atomu. V grobem velja, da večji lipofilni 
substituenti na tem atomu afiniteto do receptorja povečajo. To pojasni višjo estrogeno 
aktivnost BPAF in BPZ od BPA ter nižjo estrogeno aktivnost BPF. Znano je tudi, da 
metilni substituenti na 3 ali 5 mestih aromatskega obroča bisfenola jakost delovanja 
nekoliko zvišajo, kar je najverjetneje razlog za višjo estrogeno aktivnost BPC v primerjavi 
z BPA. Terc butilne skupine na istih mestih po drugi strani jakost delovanja močno 
znižajo, saj ovirajo tvorbo vodikove vezi 4-OH fenolne skupine z receptorjem (45,46). 
        
Slika 14: A) Ključni aminokislinski ostanki v aktivnem mestu ERα in njihove interakcije z 
E2. B) Ključni aminokislinski ostanki v aktivnem mestu ERα in eden od možnih načinov 
vezave BPA (prirejeno po (46) in (30)). 
4.3.2. Testiranje estrogene aktivnosti mešanic bisfenolov 
V študijah, ki so preučevale izpostavljenost populacij bisfenolu A in njegovim analogom, 
se je v veliko primerih pokazalo, da smo pogosto sočasno izpostavljeni več različnim 
bisfenolom naenkrat. Tako je ocenjevanje toksičnosti njihovih kombinacij bolj realističen 
in zanesljiv način napovedovanja njihove toksičnosti, kot je vrednotenje učinkov 
posameznih spojin (47). 
Bisfenole smo testirali v ekvimolarnih kombinacijah, v koncentracijskem območju med  
0,01 µM in 25 µM. Pridobljene rezultate smo primerjali z izračunanimi napovedmi CA 
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modela. Grafični prikaz pridobljenih rezultatov je predstavljen na sliki 15. PC10, PC50 in 
EC50 vrednosti, izračunane iz eksperimentalno pridobljenih podatkov, ter EC50 vrednosti, 
določene iz grafičnega prikaza izračunanega CA modela, so zbrane v preglednici VII. 
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Slika 15: V levem stolpcu so prikazani grafični prikazi primerjave izmerjene estrogene 
aktivnosti mešanic bisfenolov, posameznih bisfenolov in E2. V desnem stolpcu so 
predstavljene primerjave izmerjene estrogene aktivnosti mešanic z izračunanimi 
napovedmi CA modela.  
Preglednica VII: Primerjava PC10, PC50 in EC50 vrednosti testiranih mešanic bisfenolov. 
Vrednosti PC10 in PC50 so podane s pripisom standardne deviacije, vrednosti EC50 pa z 
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intervalom zaupanja. V skrajno desnem stolpcu so podane EC50 vrednosti, izračunane po 
CA modelu. 
 PC10 [μM] PC50 [μM] EC50 [μM] EC50 - CA 
model [μM] 
BPA + BPAF 0,022 ± 0,002 0,214 ± 0,000 0,135 [0,083-0,220] 0,141 
BPA + BPC 0,118 ± 0,018 0,496 ± 0,190 0,261 [0,141-0,483] 0,371 
BPA + BPF 0,114 ± 0,006 0,430 ± 0,016 0,664 [0,510-0,858] 0,686 
BPA + BPS 0,120 ± 0,006 0,590 ± 0,171 0,594 [0,361-0,953] 0,695 
BPA + BPZ 0,085 ± 0,042 0,318 ± 0,093 0,380 [0,258-0,556] 0,418 
VSI BP 0,017 ± 0,005 0,092 ± 0,008 0,106 [0,070-0,162] 0,089 
CA model je na splošno zelo dobro napovedal učinke testiranih mešanic. V vseh testiranih 
primerih se namreč EC50 vrednosti, izračunane po CA modelu, nahajajo znotraj intervala 
zaupanja eksperimentalnih EC50 vrednosti. CA model pri izračunih predpostavlja 
aditivnost učinka komponent v mešanici. Zaradi podobnosti eksperimentalno določenih 
podatkov z napovedmi modela lahko tako sklepamo, da imajo mešanice bisfenolov 
aditiven učinek na ERα. 
Na področju preučevanja mešanic bisfenolov še ni bilo narejenih veliko raziskav. V 
pregledu člankov, dostopnih na spletiščih PubMed in ScienceDirect, je iskalnemu nizu 
»bisphenol mixture« ustrezala le ena relevantna objava. V tej so Park in sodelavci na 
HeLa9903 celični liniji testirali ekvimolarno mešanico bisfenolov A, F in S, v 
koncentracijskem območju med 100 pM in 100 µM. Eksperimentalne podatke so 
primerjali z napovedmi FLM (ang. full logistic model) modela, ki jakost učinkovanja 
mešanice predvidi iz EC50 vrednosti posameznih substanc, naklona krivulje odvisnosti 
odziva od odmerka spojine in njenega največjega zabeleženega učinka. Estrogena 
aktivnost, ki so jo eksperimentalno določili (PC50=0,43 µM) je bila višja od napovedane 
(PC50=1,24 µM) (48). Tako so, nasprotno od nas, ugotovili precejšnje odstopanje od 
napovedi modela. Razlog temu je morda slabša napovedna moč modela, lahko pa tudi, da 
je prišlo do sinergističnega součinkovanja trokomponentne mešanice. Potrebne bi bile 
dodatne raziskave.  
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4.3.3. Testiranje estrogene aktivnosti v testih metabolizma bisfenolov in E2 
S testi metabolizma smo si želeli približati odgovor na vprašanje kaj se zgodi z estrogeno 
aktivnostjo BPA, BPAF in BPS po vstopu v telo. Pri testih metabolizma smo k celični 
suspenziji, tretirani z izbrano koncentracijo preučevane spojine, dodali tudi S9 encimsko 
frakcijo in ustrezne kofaktorje. Kofaktorji, uporabljeni pri testiranju 1. faze metabolizma, 
so bili MgCl2 in NADPH, pri testiranju 2. faze pa MgCl2, UDPGA in PAPS. Reakcijsko 
zmes smo pred izvedbo luciferaznega testa inkubirali 24h. Za primerjavo rezultatov smo 
test izvedli tudi na E2. Izbrana koncentracijska območja testiranja so bila prilagojena 
posameznemu bisfenolu oz. E2.  
Na slikah 16, 17, 18 in 19 so prikazane grafične upodobitve rezultatov preizkusov 
metabolizma. Z vijolično barvo krivulje so vrisani rezultati testov 1. faze metabolizma, z 
zeleno barvo krivulje pa rezultati testov 2. faze metabolizma. Pri BPA smo testirali tudi 
kontrolo dodatka S9 encimske frakcije brez kofaktorjev, s čimer smo želeli potrditi, da 
sama encimska frakcija brez dodanih kofaktorjev ne vpliva na jakost estrogenega 
delovanja opazovane spojine. Kakorkoli, zaradi primanjkovanja reagentov je bila izvedena 
le ena biološka ponovitev tega preizkusa. Za zanesljivejšo potrditev ustreznosti delovanja 
testnega sistema, bi bilo ugodno narediti eno ali dve biološki ponovitvi več. 
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Slika 16: Grafični prikaz primerjave jakosti estrogenega delovanja BPA in produktov 
reakcij prve oz. druge faze metabolizma. Krivulja BPA+S9 prikazuje estrogeno aktivnost 
testa dodatka S9 encimske frakcije brez kofaktrojev. 
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Na grafu metabolizma BPA lahko pri testu 2. faze opazimo precejšnje zmanjšanje 
estrogene aktivnosti. Ta je najverjetneje posledica pretvorbe BPA v BPA glukuronid ali 
BPA sulfat, za katera je značilna odsotnost estrogenega učinka. Pri rezultatih testa 2. faze 
metabolizma na višjih koncentracijah BPA lahko opazimo, da del estrogene aktivnosti 
ostaja. Vzrok temu bi lahko bila počasna encimska kinetika in posledično ostanki 
nespremenjenega BPA ob koncu inkubacije. Pri testu 1. faze metabolizma BPA po drugi 
strani jakost delovanja ostaja skoraj nespremenjena. V tem primeru je možno, da je prišlo 
do nastanka katerega od aktivnih metabolitov BPA. Morda sta z reakcijo metabolizma 
delno nastala MBP ali 4-(2-hidroksipropan-2-il)fenol, ki imata višjo estrogeno aktivnost od 
BPA, ali pa izopropenilfenol, ki je v raziskavah kazal podobno jakost estrogenega 
delovanja BPA-ju. Možno je pa tudi, da reakcija ni potekla ali ni potekla v celoti in da je 
ostal v končni reakcijski zmesi še vedno velik delež BPA. Opazimo lahko veliko sipanje 
rezultatov tega preizkusa, zato bi bilo smiselno rezultate potrditi s še eno biološko 
ponovitvijo, za dodatne informacije o vzrokih ohranjene estrogene aktivnosti bi pa bile 
potrebne nadaljnje raziskave.  
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Slika 17: Grafični prikaz primerjave jakosti estrogenega delovanja BPAF in produktov 
reakcij prve oz. druge faze metabolizma.  
Tudi v primeru BPAF se je po testu 1. faze metabolizma jakost estrogenega delovanja v 
glavnem ohranila. Vzrok temu je lahko nastanek aktivnih metabolitov ali pa to, da v danih 
pogojih in času reakcija ni potekla. Opazno je znatno sipanje rezultatov, kar pomeni, da bi 
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bilo dobro ponovljivost rezultatov potrditi s še tretjo biološko ponovitvijo. Pri testu 2. faze 
metabolizma je tu lepo vidno zmanjšanje estrogenega učinka. Verjetno je na BPAF potekla 
konjugacija z glukuronsko kislino in/ali sulfatom, kar vodi do izgube aktivnosti na ER.  
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Slika 18: Grafični prikaz primerjave jakosti estrogenega delovanja BPS in produktov 
reakcij prve oz. druge faze metabolizma. 
Na grafu metabolizma BPS opazimo, da je krivulja 2. faze metabolizma tu precej višje 
umeščena kot na grafih BPA in BPAF. Najverjetneje je temu vzrok počasen potek reakcij 
konjugacije. Karrer in sodelavci so v študiji farmakokinetike bisfenolov A, AF, F in S 
ugotovili, da pri nizkih koncentracijah bisfenolov glukuronidacija v jetrih poteka na BPS 
veliko počasneje kot na BPA in BPAF. Najhitreje se sicer odvija na BPAF z vrednostmi 
Michaelisovih konstant (Km) za različne UGT encime med približno 1 in 20 µM (49,50). 
Druga možna razlaga je nastanek kakšnega metabolita BPS, ki ohranja endokrino 
aktivnost. S krivulje 1. faze metabolizma lahko razberemo, da se estrogena aktivnost tu v 
večini ohranja. Razlog temu bi lahko bil nastanek metabolitov z endokrino aktivnostjo ali 
počasen potek reakcije. Potrebne bi bile dodatne raziskave. Prav tako je tudi tu prisotno 
precejšnje sipanje rezultatov, zato bi za zagotavljanje večje ponovljivosti bila priporočljiva 
izvedba tretje biološke ponovitve. 
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Slika 19: Grafični prikaz primerjave jakosti estrogenega delovanja E2 in produktov reakcij 
prve oz. druge faze metabolizma. 
Pri E2 se je pri izbranih pogojih testiranja jakost estrogene aktivnosti tako pri testu 1. faze, 
kot tudi 2. faze nekoliko zmanjšala, ni pa se izničila. Deloma so za to lahko odgovorni 
nastali metaboliti z delno ohranjeno aktivnostjo na ER, lahko pa tudi, da v danih pogojih 
reakciji metabolizma nista uspeli poteči do konca. Pri testu 2. faze metabolizma se je 
maksimalni odziv na ER zmanjšal, kar je morda posledica nastanka metabolitov z nižjim 
maksimalnim odzivom. Pri testih obeh faz metabolizma je prisotno precejšnje sipanje 
rezultatov, zato bi bilo za večjo zanesljivost rezultatov smiselno opraviti še tretjo biološko 
ponovitev. 
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5 SKLEP 
V okviru magistrske naloge smo najprej testirali aktivnost bisfenolov A, AF, C, F, S in Z 
na estrogenski receptor α (ERα). Nato smo se posvetili vrednotenju učinkov bisfenola A, 
ko je bil ta prisoten v dvokomponentnih mešanicah z drugimi bisfenoli, oziroma ko je na 
ERα naenkrat učinkovalo vseh šest preučevanih bisfenolov. Nazadnje smo se dotaknili še 
področja metabolizma bisfenolov in preverili kaj se zgodi z estrogeno aktivnostjo 
bisfenolov A, AF in S, po tem ko ti prestanejo 1. ali 2. fazo metabolizma. Teste smo 
izvedli na celični liniji hERα-HeLa-9903, pri čemer smo pred začetkom testiranja 
bisfenolov s kontrolnimi spojinami preverili pravilno delovanje celične linije. Opravili smo 
tudi test z resazurinom za preverjanje morebitne citotoksičnosti spojin. Za citotoksično se 
je izkazala le 25 µM mešanica vseh šestih opazovanih bisfenolov, ki smo jo zato iz analize 
izpustili. 
Vseh šest testiranih bisfenolov se je po kriterijih OECD 455 protokola izkazalo za agoniste 
ERα. Jakost njihovega estrogenega delovanja je bila med 11000-krat (BPAF) in 335000-
krat (BPS) nižja od E2 in je padala po sledečem vrstnem redu: BPAF, BPZ, BPC, BPA, 
BPF, BPS. V primerjavi z BPA je BPAF kazal približno 5-krat višjo, BPC in BPZ 
približno 1,5-krat višjo, BPF približno 3-krat nižjo, BPS pa približno 5-krat nižjo jakost 
estrogenega delovanja. Dobljeni rezultati so bili primerljivi z ugotovitvami drugih 
raziskovalnih skupin. Za estrogeno delovanje bisfenolov je ključna 4-OH fenolna skupina, 
ki se v aktivno mesto ER veže na podoben način kot 3-OH fenolna skupina E2. Razlike v 
jakosti estrogenega delovanja so verjetno v večji meri posledica različnih substituentov na 
mostnem C atomu, pri čemer naj bi v grobem veljalo, da večji lipofilni substituenti na tem 
atomu afiniteto do receptorja povečajo.  
Zaradi razširjene prisotnosti različnih bisfenolnih analogov v okolju, je poleg dobrega 
poznavanja toksikoloških lastnosti posameznih spojin zelo pomembno tudi poznavanje 
njihovih učinkov, ko ti nastopajo v kombinacijah. V okviru našega raziskovalnega dela 
smo učinke mešanic bisfenolov uspeli natančno predvideti s pomočjo izračunov CA 
modela. Iz tega predpostavljamo, da imajo bisfenoli aditiven način součinkovanja na ERα. 
Zmes različnih bisfenolov lahko torej povzroči toksične učinke tudi pri koncentracijah, ki 
so dovolj nizke, da se štejejo za varne v primeru izpostavljenosti posameznim bisfenolom. 
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Na področju raziskovanja mešanic bisfenolov sicer še ni bilo narejenih veliko raziskav, s 
katerimi bi lahko primerjali naše rezultate.  
V testih metabolizma bisfenolov A, AF in S se je izkazalo, da sta najpomembnejša 
mehanizma metabolne detoksikacije bisfenolov encimski reakciji glukuronidacije in 
sulfatiranja (2. faza metabolizma). Ti sta v primerih BPA in BPAF vodili do precejšnjih 
znižanj njunih estrogenih aktivnosti. Pri BPS se je estrogena aktivnost produktov ohranila 
v nekoliko večji meri kot pri prej omenjenima bisfenoloma, čemur je najverjetneje vzrok 
počasnejši potek reakcij in posledično manjši delež nastalih produktov v času inkubacije. 
Pri testiranju estrogene aktivnosti produktov 1. faze metabolizma je bilo po drugi strani 
znižanje estrogene aktivnosti relativno nizko. Tudi tu je eden možnih vzrokov počasnejša 
kinetika reakcij, drugi možen vzrok pa je, da je prišlo do nastanka kakšnih aktivnih 
metabolitov. Nekatera od ugibanj bi si lahko razjasnili, če bi poskus ponovili z daljšim 
časom inkubacije bisfenolov v prisotnosti encimov. Prav tako bi interpretacijo rezultatov 
lahko izboljšali, če bi s katero od identifikacijskih metod natančno določili produkte 
reakcij.   
Kljub velikemu številu raziskav o bisfenolih, objavljenih v zadnjih nekaj letih, je še vedno 
odprtih kar nekaj vprašanj v zvezi z njihovo varnostjo. Številne študije, vključno z našo, 
kažejo, da imajo alternative BPA primerljive učinke na endokrini sistem kot sam BPA. Iz 
tega sledi potreba po podrobnih študijah varnosti teh bisfenolov. Smiselne bi bile tudi 
nadaljnje raziskave, ki bi preučevale delovanje mešanic bisfenolov in vivo.  
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